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endocardique au cours du développement fœtal chez l'humain; rôle du NPY 
dans l'homéostasie calcique intracellulaire 
Par 
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Département d'Anatomie et de Biologie Cellulaire 
Université de Sherbrooke 
Thèse présentée à la Faculté de Médecine en vue de l'obtention du grade de 
Philosophiae Doctor (Ph.D.) en Biologie Cellulaire 
RÉSUMÉ 
Le Neuropeptide Y (NPY) est un peptide de 36 acides aminés qui est hautement 
conservé au cours de l'évolution et qui joue un rôle très important dans plusieurs 
fonctions physiologiques. Son effet sur le système cardiovasculaire, incluant le 
cœur et les vaisseaux sanguins a été bien étudié. Cependant, son effet sur 
l'endothélium endocardique n'a pas encore été élucidé. La réponse 
pharmacologique induite par le NPY dans différents tissus est relayée par au 
moins cinq types de récepteurs, soient les récepteurs Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6· 
Plusieurs études ont rapporté que le récepteur Y1 joue un rôle majeur dans le 
système cardiovasculaire. Dans la première partie de ce projet de recherche, nous 
avons étudié l'expression et la distribution du NPY et du récepteur Y 1 au niveau 
des cellules endothéliales endocardiques isolées du côté ventriculaire gauche 
(CEEGs) et droit (CEEDs) du cœur fœtal humain âgé de 13, 17 et 20 semaines. 
Nos résultats ont démontré que la distribution et la densité relative du récepteur 
Y 1 et du NPY sont très différents dans les CEEGs par rapport aux CEEDs. 
L'expression du récepteur Y1 augmente en fonction de l'âge dans les CEEGs et 
XX 
les CEEDs. À 13 et 17 semaines, la densité du récepteur Y1 est plus élevée au 
niveau des CEEDs par rapport au CEEGs. Cependant, à 20 semaines, la densité de 
ce récepteur devient plus élevée au niveau des CEEGs par rapport au CEEDs. En 
ce qui concerne le NPY, au niveau des CEEDs, son expression augmente en 
fonction de l'âge pour atteindre un maximum d'intensité à 20 semaines. Par 
contre, au niveau des CEEGs, le maximum d'immunoréactivité du NPY est 
observé à 13 semaines, diminue à 17 semaines et augmente de nouveau à 20 
semaines sans toutefois atteindre le niveau observé à 13 semaines. De plus, nos 
résultats ont démontré que le NPY et le récepteur Y 1 sont présents non seulement 
au niveau de la membrane plasmique des CEEGs et des CEEDs mais aussi au 
niveau du cytosol et plus particulièrement au niveau nucléaire et surtout dans la 
région périnucléaire incluant les membranes nucléaires et ceci à 13, 17 et 20 
semaines. Dans la deuxième partie de cette étude, nous avons évalué l'effet du 
NPY sur les niveaux de base du [Ca]c et [Ca]n dans les CEEGs et les CEEDs 
isolées à partir des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines et de rats 
adultes. Nos résultats montrent que le NPY induit une augmentation dose-
dépendante de la concentration du [Ca]c et [Ca]n à la fois dans les CEEGs et les 
CEEDs âgées de 13, 17 et 20 semaines. De plus, en comparaison avec les CEEs 
isolées du cœur de rat adulte, la pharmacologie des récepteurs au NPY au niveau 
des CEEDs fœtales humaines est semblable à celle observée au niveau des 
CEEDs du rat adulte et ce dès l'âge de 13 semaines. Cependant, du côté gauche, 
l'effet du NPY sur le [Ca]c et [Ca]n au niveau des CEEGs du cœur fœtal humain 
ne devient comparable à celui de l'adulte qu'à l'âge de 20 semaines, suggérant 
ainsi qu'à 20 semaines les CEEGs et les CEEDs fœtales humaines constituent un 
excellent modèle pour les études pharmacologiques des récepteurs NPY chez 
l'adulte. De plus, nos résultats ont démontré que l'effet du NPY dans les CEEGs 
est médié via l'activation du récepteur Y1 tandis que l'effet du NPY dans les 
CEEDs est dû à l'activation des récepteurs Y 1 et Y 2. Finalement nous avons 
démontré que l'augmentation du [Ca]i dans les CEEDs induit la sécrétion du NPY 
XXI 
dans le milieu extracellulaire tandis que dans les CEEGs, l'augmentation du [Ca]i 
induit la synthèse de nova du NPY. Nos résultats démontrent qu'il y a une 
différence existe entre les CEEGs et les CEEDs et que la densité relative du NPY 
ainsi que ses récepteurs subissent des changements durant le développement et la 
différenciation du cœur humain. De plus, le NPY semble jouer un rôle important 
dans l'excitation-sécrétion des cellules endothéliales endocardiques humaines. 
I. INTRODUCTION 
2 
1.1. L'endothélium endocardique. 
L'endothélium endocardique (EE) est une fine mono-couche de cellules 
endothéliales (figure 1) de 0.5µm d'épaisseur qui tapisse les cavités du cœur et 
recouvre les trabécules et les muscles papillaires cardiaques (RHODIN, 1974). La 
large superficie occupée par l'EE et la présence, à la surface des cellules 
endothéliales endocardiques (CEEs), d'invaginations membranaires et d'un grand 
nombre de micro-villosités augmentent la surface de contact et facilitent 
l'échange entre ces cellules et le sang circulant (HARASAKI et al., 1975; PEINE 
et LOW, 1975; BRUTSAERT et ANDRIES, 1992), (figure 2). 
En vertu de sa position et de sa large superficie, l'EE peut sentir et 
transmettre au myocarde sous-jacent tout changement dans l'homéostasie 
sanguine, et participe, par la suite, à l'ajustement de ces changements. L'EE joue 
donc un rôle très important dans la régulation des fonctions cardiaques 
(BRUTSAERT et ANDRIES, 1992). 
1.1.1. Morphologie fonctionnelle. 
Plusieurs groupes, incluant le nôtre, ont démontré que les CEEs possèdent 
un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi bien développés (ANDRIES 
3 
Figure 1 Endothélium endocardique et matrice extracellulaire. 
L'endothélium endocardique (EE) est la couche la plus interne du cœur, il est 
constitué d'une mono-couche de cellules endothéliales. Ces cellules sont séparées 
des cardiomyocytes sous-jacents (couleur rose), par une matrice extracellulaire 
formée d'une fine couche de lame basale qui est constituée d'une fine lamina 
basale et d'une lamina réticulée sous-jacente, contenant des fibres de collagène. 
Ces deux couches surmontent une couche fibroblastique contenant des vaisseaux 
sanguins et un plexus nerveux. 





Figure 2 Présence d'invaginations membranaires et d'un grand nombre 
de micro-villosités sur la surface des cellules endothéliales endocardiques 
(CEEs). 
La surface des CEEs est caractérisée par la présence d'un grand nombre de micro-
villosités en forme de cylindre. Ces structures microscopiques augmentent la 
surface de contact des CEEs avec le sang circulant. De plus, la face luminale des 
CEEs montrent de nombreuses petites invaginations (pointes de flèches) qui 
représentent les orifices des vésicules de pinocytose. 
Tiré de ANDRIES 1994. 
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et BRUTSAERT, 1990; BRUTSAERT et ANDRIES, 1992; ANDRIES, 1994; 
JACQUES et al., 2000), ainsi qu'un grand nombre de mitochondries entourant un 
large, noyau (JACQUES et al., 2000), suggérant que ces cellules sont 
métaboliquement très actives. Par le biais de la microscopie électronique à 
transmission, ANDRIES et BRUTSAERT (1990; 1991) ont démontré que les 
CEEs de chat et de rat contiennent des corps de Weibel-Palade. Ces structures, 
caractéristiques des cellules endothéliales, contiennent le facteur de Von 
Willebrand (vWF), connu pour son rôle important dans la coagulation sanguine, 
l'adhérence des plaquettes à la matrice extracellulaire et les interactions inter-
plaquettaires (SPORN et al., 1989). 
Les CEEs subissent continuellement un stress physico-mécanique, causé 
par les changements de la pression hydrostatique et les grandes variations de la 
forme et du volume des parois du cœur lors du cycle cardiaque. Ces traits 
caractéristiques peuvent donc avoir des conséquences sur la structure et la 
fonction des CEEs (BRUTSAERT et al., 1996). 
Le régulateur le plus important de la forme cellulaire est le cytosquelette 
(BRUTSAERT et al., 1996). Dans l'EE, celui-ci a une structure particulière qui 
semble être impliqué dans plusieurs fonctions. Les filaments d'actine forment une 
bande périphérique associée à la ceinture d'adhérence (zonula adherens), et 
participent à la régulation de la perméabilité entre ces cellules endothéliales 
(ROTROSEN et GALLIN, 1986; SCHNITTLER et al., 1990). Ces cellules sont 
aussi caractérisées par la présence d'un grand nombre de fibres de stress; ces 
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fibres jouent un rôle dans le maintien de l'intégrité de l'endothélium, 
probablement par l'augmentation de l'adhésion cellulaire et par le renforcement 
de la surface des cellules endothéliales (WHITE et al., 1983; GOTLIEB et 
al.,1991). 
Le chevauchement intercellulaire et la présence de fentes entre les cellules 
sont des traits caractéristiques des CEEs (MELAX et LEESON, 1967). Chez le rat 
et le chien, l'EE ventriculaire possède des fentes intercellulaires fermées longues 
et profondes, caractérisées par la présence de jonctions serrées (ANVERSA et al., 
1975; BRUTSAERT et ANDRIES, 1992; ANDRIES et BRUTSAERT, 1994) 
(figure 3). L'espace intercellulaire ou les fentes entre les CEEs, sont recouvertes 
d'un glycocalyx négativement chargé qui joue un rôle important dans la 
perméabilité sélective trans-endothéliale (ANDRIES et BRUTSAERT, 1994; 
TOMPKINS et al., 1989). Dans les CEEs, les jonctions serrées (Zonula 
occludens) sont simples, avec un ou deux points de contact, et servent de barrière 
sélective pour la diffusion des molécules, tout en limitant le transport entre les 
cellules par les fentes intercellulaires (ANDRIES et BRUTSAERT, 1994). 
En utilisant la microscopie électronique à transmisson, il a été démontré 
que les CEEs possèdent un grand nombre de jonctions de type gap (ANVERSA, 
1975; ANDRIES, 1994). La présence de ce type de jonctions suggère un 
couplage électrochimique entre les CEEs (BRUTSAERT et ANDRIES, 1992). Il 




Présence de fentes intercellulaires et de jonctions serrées entre 
Cette figure montre la présence d'une longue fente entre deux CEEs observées à 
fort grossissement. Les jonctions serrées sur cette figure sont formées par deux 
points de contact. La face luminale des CEEs est marquée par l'acide tannique. La 
pénétration de l'acide tannique dans la fente intercellulaire est arrêtée par les 
jonctions serrées. 
---+ : Jonctions serrées. ......_ : Acide tannique. 
Tiré de BRUTSAERTet ANDRIES 1992. 
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prolifération cellulaire (ANVERSA, 1975; ANDRIES, 1994). Cependant, la 
présence des jonctions de type gap n'a pas été détectée entre les CEEs et les 
fibroblastes ou les cardiomyocytes adjacents (ANDRIES et BRUTSAERT, 1991; 
ANDRIES, 1994). 
1.1.2. Matrice extracellulaire. 
Les CEEs sont séparées des cardiomyocytes par une matrice sous-
endothéliale endocardique ou extracellulaire, formée d'une fine couche de lame 
basale qui est constituée d'une fine lamina basale et d'une lamina réticulée sous-
jacente, contenant des fibres de collagène. Ces deux couches surmontent une 
couche fibroblastique, contenant des vaisseaux sanguins et un plexus nerveux 
(RHODIN, 1975) (voir figure 1). 
1.1.3. Le plexus neural de la matrice extracellulaire. 
Il a été démontré par plusieurs groupes que le cœur est innervé à la fois 
par les nerfs autonomes (sympathique et parasympathique) et sensoriels (LEVY et 
MARTIN, 1979; WHARTON et al., 1990; MARRON et al., 1994). La 
distribution de ces nerfs dans le myocarde et au niveau des vaisseaux coronaires a 
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été étudiée extensivement (MARRON et al., 1994), cependant, une faible 
attention a été donnée à l'endocarde. 
En 1994, MARRON et ses collaborateurs ont démontré que la matrice 
extracellulaire située entre les CEEs et les cardimyocytes chez l'humain, contient 
un plexus de fibres et de fascicules nerveux dense composé de nerfs autonomes et 
sensoriels qui montrent des patrons de distribution différents dans les quatre 
cavités cardiaques. Cette étude montre également que les nerfs immunoréactifs 
pour le neuropeptide Y (NPY) sont les plus abondants et possèdent un patron de 
distribution ainsi qu'une densité relative similaire à ceux immunoréactifs pour la 
tyrosine hydroxylase (MARRON, et al., 1994). De plus, ces nerfs sont 
relativement plus marqués du côté droit par rapport au côté gauche du cœur et 
dans les ventricules par rapport aux oreillettes (figure 4). Les fibres nerveuses 
contenant le polypeptide vasoactif intestinal (VIP) et la somatostatine forment une 
sous-population de nerfs relativement clairsemée à l'intérieur du plexus nerveux 
endocardique (MARRON, et al., 1994). Ces résultats suggèrent que les peptides 
et les neurotransmetteurs relâchés par les fibres nerveuses du plexus nerveux 
peuvent influencer la contractilité du myocarde modulé par l'EE (MARRON et 
al., 1994). 
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Figure 4 Présence du NPY dans les fibres et les fascicules nerveux du 
plexus neuronal de la matrice extracellulaire. 
(A) Marquage immunofluorescent du NPY au niveau du plexus neural de la 
matrice extracellulaire du côté auriculaire droit. (B) Marquage immunofluorescent 
du NPY au niveau du plexus neuronal de la matrice extracellulaire du côté 
ventriculaire droit. 
Tiré de MARRON et al., 1994. 
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1.1.4. Effet de l'endothélium endocardique sur la performance cardiaque. 
En 1988, Brutsaert et ses collaborateurs ont montré les premières 
évidences que les cellules endothéliales endocardiques influencent la fonction 
contractile du myocarde. Ils ont rapporté qu'une dénudation des cellules 
endothéliales endocardiques du muscle papillaire induit une relaxation précoce et 
une diminution de la force de contraction. Cependant, aucun changement 
significatif n'a été observé au niveau de la première phase de la contraction du 
muscle cardiaque (figure 5) (BRUTSAERT et al., 1988). 
Les mécanismes de transduction du signal des CEEs aux cardiomyocytes 
sous-jacents ne sont pas encore très bien connus. Des études plus approfondies 
sont donc nécessaires afin de mieux comprendre l'effet de l'EE sur la modulation 
de la performance cardiaque. BRUTSAERT et ANDRIES (1992) ont postulé 
deux mécanismes pour expliquer cet effet. Ils ont proposé que l'EE peut agir 
comme une barrière physico-chimique, contrôlant ainsi la composition ionique du 
milieu interstitiel des cellules cardiaques, et ils ont démontré que l 'EE, par des 
stimuli physiques et humoraux, peut sécréter des médiateurs actifs qui modulent 
la contraction du muscle cardiaque (BRUTSAERT et ANDRIES, 1992). 
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Figure 5 Effet de l'EE sur la contraction isométrique du muscle 
cardiaque. 
Cette figure montre la force d'une contraction isométrique en fonction du temps, 
en présence (+EE) et en absence (-EE) de l'EE au niveau d'un muscle papillaire 
de chat. La dénudation induit un changement dans la contraction isométrique, qui 
se traduit par une relaxation précoce et une diminution de la force contractile, sans 
aucun changement significatif dans la première phase de la contraction. 





1.1.5. L'EE est une barrière physicochimique. 
En vertu de sa position umque à }'interphase entre le sang et les 
cardiomyocytes, et de sa perméabilité sélective due aux traits morphologiques 
caractéristiques décrits plus haut, les CEEs peuvent réguler finement la 
composition ionique du liquide interstitiel entourant les cardiomyocytes. 
La barrière hemato-encéphalique est la barrière endothéliale la mieux 
étudiée. Elle est relativement imperméable aux ions, à plusieurs acides aminés, 
aux peptides et aux protéines. De plus, elle possède une résistance électrique 
supérieure à tous les autres endothéliums. La régulation ionique du liquide 
extracellulaire dans le cerveau est contrôlée par des canaux ioniques, des pompes 
et des transporteurs qui sont distribués d'une manière asymétrique entre la face 
luminale et la face basale des cellules endothéliales, assurant un transport du Na+ 
du sang vers le cerveau et le transport du K+ dans la direction opposée (ORKAND 
et OPAVA, 1994). 
Comme le cerveau, le myocarde est un tissu hautement excitable dans 
lequel l'homéostasie ionique est vitale, non seulement pour l'organe, mais pour le 
corps entier. Des études électrophysiologiques assez récentes ont démontré la 
présence, sur la membrane de surface des CEEs, d'un grand nombre de canaux 
ioniques comme par exemple les canaux K+ entrant retardés, les canaux K+ 
activés par le Ca2+, les canaux cr activés par le volume, les canaux cationiques 
activés par l'étirement, les canaux calcique de type R et la pompe Na+, K+-
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ATPase (LASKEY et al., 1990; HOYER et al., 1994; FRANSEN et al., 1995; 
1997; MANABE et al., 1995; JACQUES et al., 2000). Le transport des ions, à 
travers les canaux ioniques et/ou via les pompes peut contribuer au transport 
direct des ions du sang vers le liquide interstitiel des cardiomyocytes et vice versa 
(BRUTSAERT et al., 1998). 
La localisation asymétrique des canaux cationiques non sélectifs et aussi de la 
pompe Na+, K+-ATPase sur la face basale des CEEs suggère qu'il y a un transport 
net du K+ du cœur vers le sang et du Na+ du sang vers le liquide interstitiel des 
cardiomyocytes (MANABE et al., 1995), comme il a été déjà décrit pour 
l'endothélium des micro-vaisseaux de la barrière hemato-encéphalique (HANSEN 
et al., 1977; BETZ, et al., 1980). Pour détails voir BRUTSAERT et al., 1998. 
Un trait unique de la barrière hemato-encéphalique est sa haute résistance 
électrique trans-endothéliale (1500-20000 cm2) qui est beaucoup plus élevée que 
les autres barrières endothéliales (6-200cm2) (BANNON et al., 1995). En 1998, 
BRUTSAERT et ses collaborateurs ont rapporté que la résistance électrique trans-
endothéliale des CEEs isolées de porc est de l'ordre de 50 à 60 Ocm2• Ces valeurs 
sont 2 à 5 fois plus élevées que les autres barrières endothéliales suggérant ainsi 
que l'EE peut jouer le rôle d'une barrière active entre le sang et le liquide 
interstitiel des cardiomyocytes (BRUTSAERT et al., 1998). De plus, outre son 
rôle comme régulateur de la performance cardiaque, l'EE en étant une barrière 
active entre le sang circulant et les myocytes cardiaques, contribue au maintien de 
l'homéostasie ionique dans le milieu interstitiel qui entoure les fibres de Purkinje 
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et le plexus neuronal sous-endocardique (MARRON et al., 1995). Pour détails 
voir BRUTSAERT et al., 1998. 
1.1.6. Relâchement de médiateurs cardioactifs par l'EE. 
En plus de sa fonction comme barrière physico-chimique, l'EE joue le rôle 
d'un organe paracrine qui peut relâcher une variété de médiateurs chimiques, 
exerçant des effets importants sur la fonction contractile du myocarde et pouvant 
contribuer, du point de vue physiologique et pathophysiologique, à d'autres 
fonctions comme la croissance, la différenciation et ! 'hypertrophie des myocytes 
cardiaques (BRUTSAERT et al., 1996). Le relâchement de tels médiateurs par 
l'EE a été aussi confirmé in vivo chez l'homme (PAULUS et al., 1994; 1995). 
Parmi les médiateurs cardioactifs relâchés par l'EE, on note l'oxyde nitrique 
(NO), l'endothéline-1 (ET-1), les prostanoïdes, les adényl-purines, ainsi que 
d'autres substances qui ne sont toujours pas identifiées. Les CEEs possèdent aussi 
l'enzyme de conversion de !'angiotensine II (ACE) et des activités kininase, qui 
déterminent les niveaux locaux de !'angiotensine II (Ang II) et de la bradykinine 
(BK) (SCHULZ et al., 1991; YAMADA et al., 1991; LINDPAINTNER et 
GRANTEN, 1991; PAUL et al., 1992; MEBAZAA et al., 1993; 1993a; SHAH et 
al., 1996) (figure 6). 
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Figure 6 Les facteurs libérés par l'endothélium endocardique. 
L 'EE produit des facteurs qui peuvent moduler la fonction contractile du muscle 
cardiaque sous-jacent. 
Ang = angiotensine; ACE = enzyme de conversion de l 'angiotensine; Ach = 
acétylcholine; ADH = vasopressine; BK = bradykinine; AMPc / GMPc = 
adénosine/ guanosine monophosphate cyclique; ET-1 = endothéline-1; L-Arg = 
L-arginine; NO = oxyde nitrique; PGE2 = prostaglandine E2; PGiz = 
Prostaglandine 1z; SP = substance P; les cercles représentent les récepteurs 
respectifs des substances agissant sur eux. 
Modifié de PAULUS, 1994. 
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1.1.6.1. L'oxyde nitrique. 
Le NO est l'une des plus petites molécules de signalisation 
biologiquement active. Il compte aussi parmi les premiers facteurs de nature 
gazeuse ayant une variété d'actions physiologiques et pathophysiologiques 
(CULOTTA et al., 1992). 
Le NO est produit par l'action des enzymes NO synthases (NOS) qui vont 
catalyser l'oxydation séquentielle de la L-arginine en NO et L-citrulline (ABU-
SOUD et STUEHR, 1993; PALMER et al., 1988). Le NO ne possède pas de 
récepteurs, il diffuse rapidement à travers les membranes cellulaires et interagit 
avec ses cibles à l'intérieur des cellules (MONCADA; 1992). La première 
molécule impliquée dans la voie de l'oxyde nitrique est la guanylate cyclase (GC) 
(MONCANDA et al., 1991). La GC catalyse la conversion de la guanosine 
triphosphate en guanosine 3', 5' monophosphate cyclique (GMPc). Ainsi, l'action 
première du NO est une élévation dans les taux de GMPc intracellulaire. 
En 1991, SCHULZ et ses collaborateurs ont démontré que les CEEs 
relâchent du NO, qui à son tour va moduler l'activité contractile du myocarde. 
Plusieurs études ont également démontré que l'élévation du GMPc par le 8-
bromo-GMPc (analogue du GMPc) dans les cardiomyocytes de rat (SHAH et al., 
1994), l'administration du NO exogène ou de la substance P (stimule le 
relâchement du NO endogène) dans le muscle papillaire isolé de furet (SHAH et 
al., 1991) ou dans le cœur isolé de cochon d'Inde (GROCOTT-MASON et al., 
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1994) induisent une relaxation précoce de la contraction isométrique des 
cardiomyocytes avec une diminution de la force de contraction (pour détails voir 
SHAH et al., 1996 et BRUTSAERT et al., 1996). En 1994, PAULUS et ses 
collaborateurs ont rapporté un effet similaire sur le cœur humain in vivo. Leurs 
résultats ont démontré qu'une injection intra-coronarienne de sodium 
nitroprusside cause un changement dans le comportement contractile du 
ventricule gauche, montrant ainsi un effet direct du NO sur la relaxation de ce 
dernier (PAULUS et al., 1994). Il semble que l'effet inotrope négatif du NO est 
dû à la diminution de la sensibilité des myofilaments contractiles au calcium 
intracellulaire causée par l'augmentation du GMPc (SHAH et al., 1994), et/ou par 
le blocage des courants calciques de type L (BKAIL Y et SPERELAKIS, 1985) 
et/ou due à l'hyperpolarisation de la membrane via l'activation du canal K+ 
GMPc-dépendant (BKAILY, 1994d). De façon opposée, DOLLINGER et 
W AHLER (1994) ont rapporté que le GMPc peut augmenter la concentration du 
calcium intracellulaire. Ces dernières données sont donc contradictoires avec les 
données déjà connues concernant l'activité inotrope négative du NO et du GMPc 
mentionnée plus haut. En accord avec les résultats de DOLLINGER et W AHLER 
(1994), d'autres groupes ont démontré que l'administration de faibles doses de 
sodium nitroprusside ou de 8-bromo GMPc au niveau du muscle papillaire de chat 
dépourvu des CEEs, augmente la contractilité de ce muscle (LAITE-MOREIRA 
et al., 1994; MOHAN et al., 1996). Cependant, une concentration plus élevée de 
25 
ces composés provoque un effet inotrope négatif similaire à ceux décrits plus haut 
(LAITE-MOREIRA et al., 1994; MOHAN et al., 1996). 
Bien que les mécanismes moléculaires par lesquels le GMPc médie l'effet 
inotrope positif du muscle cardiaque restent encore spéculatifs, des études ont 
rapporté que le GMPc inhibe une phosphodiésterase, induisant une accumulation 
de l' AMPc qui à son tour va activer les canaux calciques de type L et provoquer 
l'augmentation du Ca2+ intracellulaire (WALTER, 1989; KU et al., 1990; 
DOLLINGER et WAHLER, 1994). D'autre part, des études ont démontré que le 
GMPc peut augmenter le Ca2+ intracellulaire dans les myocytes cardiaques, cet 
effet pouvant être médié par l'adénosine diphosphate ribose cyclique (ADPRc ), un 
second messager récemment décrit, et qui pourrait stimuler le relâchement du 
Ca2+ des réserves intracellulaires via l'activation des récepteurs à la ryanodine 
(GALIONE et al., 1991; GALIONE, 1993; BERRIDGE, 1993). 
En conclusion, l'activité inotrope du NO-GMPc dépend de la 
concentration du GMPc dans les myocytes cardiaques (LAITE-MOREIRA et al., 
1994; MOHAN et al., 1996). En effet, l'activité basale du NO et par conséquent 
la faible concentration du GMPc maintiennent la fonction cardiaque à l'état 
physiologique (BRUTSAERT et al., 1996). Par contre, l'accumulation 
intracellulaire du GMPc due au relâchement excessif du NO par l'EE, suite à 
l'augmentation des forces de cisaillement ou à la présence de cytokines, comme 
dans certains cas pathologiques, pourrait diminuer la performance cardiaque 
(PAULUS et al., 1994). 
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1.1.6.2. L'endothéline- 1. 
L' endothéline-1 (ET-1) est un peptide vasoconstricteur puissant, composé 
de 21 acides aminés (YANAGISAWA et al., 1988). Celui-ci est relâché par les 
cellules endothéliales (Y ANAGISA W A et MASAKI, 1989). Très récemment, 
nous avons démontré dans notre laboratoire que l'ET-1 augmente d'une façon 
dose-dépendante la concentration du calcium cytosolique ([Ca]c) et du calcium 
nucléaire ([Ca2+]n) dans les CEEs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines, et ce 
à la fois dans les CEEs isolées à partir du ventricule droit (CEEDs) que gauche 
(CEEGs), avec un EC50 plus faible au niveau des CEEGs (10-11 M) par rapport au 
CEEDs (10-10 M) (JACQUES et al., 2000). Cet effet semble être principalement 
dû à l'activation des récepteurs ETA. Cependant, les récepteurs ET8 semblent être 
impliqués en partie dans l'augmentation du [Ca2+]i dans les CEEDs. Ces résultats 
suggèrent, l'existence d'une différence entre les CEEs isolées du ventricule droit 
par rapport à celles isolées du ventricule gauche (JACQUES et al., 2000). 
D'autres groupes ont également démontré la présence des récepteurs ETA et ETs, 
au niveau des CEEs humaines et de différentes espèces animales comme le porc et 
le rat (DAVENPORT et al., 1989). 
Récemment, il a été démontré que l'ET-1 affecte le transport calcique des 
cellules cardiaques ventriculaires par l'activation des canaux calcique de type T et 
L (CURTIS et al., 1993; BKAILY et al., 1995; 1997). De plus, notre groupe a 
démontré que l 'ET-1 augmente l 'in:flux calcique à travers les canaux calciques 
dépendant du voltage de type R dans plusieurs types cellulaires incluant les 
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cellules cardiaques ventriculaires, les cellules du muscle lisse vasculaire et les 
cellules endothéliales vasculaires et endocardiques (BKAILY et al., 1995; 1997; 
JACQUES et al., 2000). 
D'autre part, l'ARNm de l'ET-1 a été identifié dans les CEEs 
ventriculaires de mouton en culture (MEBAZAA et al., 1993a). De plus, il a été 
démontré que les CEEs de mouton et de porc en culture ainsi que l'EE du muscle 
papillaire de chat relâchent l'ET-1 (MEBAZAA et al., 1993a; SINEY et LEWIS, 
1994; EVANS et al., 1994; DE KEULNAER et al., 1995). Cette relâche de 
l 'ET-1 est due à l'augmentation de la force de cisaillement, à l'hypoxie et à 
l'activation des récepteurs présents à la surface membranaire des CEEs par des 
agonistes pharmacologiques. (RUBANYI et POLOKOFF, 1994). Plusieurs 
groupes ont rapporté une interaction complexe entre l'ET-1 et d'autres facteurs 
cardioactifs comme le NO, l' AngII et le peptide natriurétique auriculaire (ANP). 
Par exemple, l 'ET-1 peut induire la relâche de l 'ANP des tissus auriculaires 
(FUKUDA et al., 1988). Cependant, l'AngII peut stimuler l'expression de 
l' ARNm de l'ET-1 (CHUA et al., 1993) et le NO peut inhiber la production de 
l'ET-1 (RUBANYI et POLOKOFF, 1994). 
En 1993, MEBAZAA et ses collaborateurs ont rapporté que l'ajout d'un 
milieu conditionné par les CEEs de mouton en culture sur les cardiomyocytes de 
rat, exerce un effet inotrope positif, une augmentation de l'amplitude de 
contraction accompagnée d'une augmentation transitoire du [Ca2+]i (MEBAZAA 
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et al., 1993a). Ces études suggèrent donc que l'ET-1 endogène relâchée par les 
CEEs exerce un effet inotrope positif sur le cœur en présence d'un EE intact. 
1.1.6.3. Les prostanoîdes. 
Les prostanoïdes, comprenant les prostaglandines (PGs) et le thromboxane 
A2 (TXA2) sont des puissants médiateurs à action locale (BERGSTROM, 1967, 
VERGNE et al., 1996). Elles peuvent agir de façon paracrine ou autocrine via des 
récepteurs membranaires liés aux protéines G qui leurs sont spécifiques. Il existe 
un type de récepteur aux prostaglandines pour chaque prostaglandine naturelle. 
Ainsi on trouve les récepteurs EP, DP, FP, IP, et TP qui correspondent 
respectivement à la prostaglandine Ez (PGE2), la prostaglandine D2 (PGD2), la 
prostaglandine F2 (PGF2a), la prostaglandine Iz (PGI2) et le TXA2 (pour plus de 
détails voir la revue de NARUMIY A et FITZGERALD, 2001). Les 
prostaglandines sont synthétisées à partir d'un précurseur commun, l'acide 
arachidonique (AA). Sous l'effet de la phospholipase A2 (PLA2), l'AA est libéré 
des phospholipides membranaires et devient disponible pour les différents 
enzymes faisant partie de la cascade de l' AA (NUTGEREN et al., 1966; LANDS 
et SAMUELSSON, 1968). 
Des prostanoïdes, comme la PGI2 et PGE2 sont à la fois relâchés par les 
CEEs et les cellules endothéliales vasculaires (CEVs) (DUSTING et 
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McDONALD, 1990; MEBAZAA et al., 1993). Ces prostanoïdes jouent un rôle 
très important dans la régulation du tonus vasculaire et dans l'inhibition de 
l'agrégation plaquettaire (DUSTING et McDONALD, 1990). Dans certaines 
conditions expérimentales telles que l'hypoxie, il a été rapporté que le 
relâchement des prostanoïdes par les CEEs est 34 fois plus important que celui 
des CEVs (MEBAZAA et al., 1995). 
Plusieurs groupes ont obtenu des résultats contradictoires concernant 
l'effet direct des prostanoïdes sur la contractilité du myocarde. Certains ont 
démontré que la PGlz augmente la contractilité de l'oreillette isolée de cochon 
d'Inde (effet inotrope positif) (FASSINA et al., 1983). Cependant, aucun effet de 
la PGI2 n'a été observé sur les muscles papillaires isolés de chat (COULTENYE 
et al., 1985). Par contre, d'autres groupes ont démontré que la PGI2 réduit la 
contractilité des cardiomyocytes isolés de rat (effet inotrope négatif) (DAS et al., 
1983). Des recherches plus approfondies sont donc nécessaires afin de mieux 
comprendre l'effet des prostanoïdes sur la modulation des fonctions cardiaques 
(pour revue voir SHAH et al., 1996). 
1.1.6.4. Modulation de l'action inotrope de substances circulantes. 
Plusieurs études in vitro ont démontré que l 'EE participe à la réponse 
inotrope causée par plusieurs substances circulantes (voir les revues de SHAH et 
al., 1996 et de BRUTSAERT et al., 1996). Il a été rapporté que l' ANP exerce un 
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effet inotrope négatif sur le cœur, et que cet effet nécessite la présence d'un BE 
intact (MEULEMANS et al., 1988; WILCOX et al., 1991). De même, l'effet 
inotrope positif de la phenyléphrine et des radicaux libres d'oxygène nécessite 
aussi la présence d'un BE intact (MEULEMANS et al., 1990a; De KEULNAER 
et al.,1995). D'autre part, il a été démontré que l'EE modifie la réponse inotrope 
des cardiomyocytes à la sérotonine, la vasopressine, 1' acétylcholine, 
l'angiotensine I et II et l'endothéline-1 (SHAH et al., 1989; MEULEMANS et 
al., 1990; SCHOEMALEEN et al., 1990; LI et al., 1991; MOHAN et al., 1994). Il 
semble donc y avoir des interactions complexes entre les substances circulantes, 
les facteurs libérés de l'EE et leurs effets sur le cœur. 
1.2. Neuropeptide Y (NPY) et peptides reliés. 
1.2.1. Découverte. 
L'histoire de la famille du NPY a commencé il y plus que 20 ans avec la 
découverte d'un peptide de 36 acides aminés isolé du pancréas de poulet et 
nommé polypeptide pancréatique (PP) (KIMMEL et al., 1975). Aussitôt après, 
des anticorps dirigés contre le PP de poulet ont été développés et des études 
d'immunohistochimie ont révélé la présence d'une immunoréactivité pour le PP 
dans le système nerveux central (SNC) de différentes espèces (LOREN et al., 
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1979). Malgré que l'immunoréactivité du PP observée dans le cerveau des 
mammifères était très élevée, l'isolation du PP du SNC a été infructueuse. Sept 
années se sont écoulées avant de découvrir la nature de cette immunoréactivité 
détectée dans le cerveau des mammifères (voir la revue de DUMONT et al., 
2000b). 
En 1982, TATEMOTO a purifié, à partir des extraits de l'intestin de porc, 
un peptide de 36 acides aminés. Le séquençage de ce peptide a révélé la présence 
d'un résidu tyrosine à la fois aux positions N-et C-terminales. Ce peptide a été 
nommé peptide YY (PYY), "Y" étant l'abréviation pour désigner l'acide aminé 
tyrosine. Le même groupe a isolé aussi à partir des extraits de cerveau de porc, un 
autre peptide de 36 acides aminés, et comme pour le PYY, il contenait un résidu 
tyrosine aux positions N-et C-terminales (TATEMOTO, 1982). Dû à sa présence 
dans le cerveau, ce peptide a été nommé neuropeptide Y. Ces deux peptides 
présentent une importante homologie de leur séquence peptidiques avec le PP 
(Tableau 1) et c'est pourquoi ils ont été considérés comme étant membres de la 
famille du PP (TATEMOTO et al., 1982). Par la suite, des anticorps ont été 
développés et les techniques d'immunohistochimie et de radioimmunodosage ont 
révélé la présence d'une immunoréactivité importante pour le NPY (NPY-ir) dans 
le cerveau de mammifères (DUMONT et al., 2000b). En effet, le NPY est un des 
peptides les plus abondants du SNC des mammifères (HENDY, 1983; 
PELLETIER et al., 1984; O'DONOHUE et al., 1985; CHAN-PALAY et al., 
1985; 1986; CHRONWALL et 
Tableau 1: Séquence polypeptidique du b:NPY et de ses peptides apparentés 
hNPY YPSKPDNPGEDAPAEDMARYYSALRHYINLITRQRY-amide 
hPYY YPIKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNL VTRQRY-amide 
hPP 
Il est à noter que les acides aminés en gras et soulignés au niveau des séquences du 
hPYY et du hPP représentent les acides aminés en commun avec le hNPY. 
Tiré de MICHEL et al, 1998 
33 
al., 1985; DE QUIDT et EMSON, 1986, 1986a; GRAY et MORLEY, 1986). De 
plus, il a été démontré que le PP-ir déjà observé dans le cerveau était en effet dû à 
la réactivité croisée des anticorps utilisés avec le NPY (DiMAGGIO et al., 1985). 
Bien que, le PYY fut considéré comme étant exclusivement présent dans les 
cellules endocrines de l'intestin (SOLOMON, 1985; McDONALD, 1988; 
LABURTHE, 1990), il a été aussi détecté dans le SNC, en particulier dans le 
tronc cérébral et dans différentes région de !'hypothalamus (BROOME et al., 
1985; EKMAN et al., 1986). Le NPY est présent chez tous les vertébrés, et est un 
des peptides les plus conservé au cours de l'évolution (LARHAMMAR, 1996), 
suggérant ainsi un rôle très important de ce peptide dans plusieurs fonctions 
physiologiques. 
1.2.2. Structure du NPY. 
Le NPY, le PYY et le PP ont une structure tertiaire constituée d'une hélice 
polyproline N-terminale (résidus 1-9) reliée à une hélice a-amphiphilique (résidus 
14-30) par une boucle-,6 créant ainsi une structure en épingle à cheveux (ALLEN 
et al., 1987; McKERELL, 1988; 1989; MINAKATA et al., 1989; McLEAN et al., 
1990; SCHWARTZ et al., 1990). Les hélices sont reliées entre elles par des 
interactions hydrophobes. La portion C-terminale (résidus 30-36) est disposée à 
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l'extérieur de la boucle en forme d'épingle à cheveux (GLOVER et al., 1983) 
(figure 7). 
1.2.3. Distribution du NPY, PYY et PP. 
En périphérie, les fibres nerveuses immunoréactives pour le NPY se 
retrouvent dans la majorité des organes étudiés incluant le système 
cardiovasculaire, la glande surrénale, le rein, le système urogénital, gastro-
intestinal et le système respiratoire (EDVINSSON et al., 1983; 1984a; 
LUNDBERG et al.,1983; 1985; UDDMANN et al., 1985; ALLEN et al., 1985; 
MATTIASSON et al., 1985;). Le NPY est présent dans la plupart des fibres 
nerveuses sympathiques et plus particulièrement dans les fibres périvasculaires et 
ce dans tous les systèmes (LUNDBERG et TATEMOTO, 1982; 
EKBLAD, et al., 1984; SUNDLER, et al., 1986; SHEIKH, et al., 1988; 
LUNDBERG, et al., 1989; W AHLESTEDT, et al., 1990). Le NPY est aussi 
présent au niveau des fibres nerveuses périvasculaires non adrénergiques 
(GIBBINS et MORRIS, 1988), entériques (SUNDLER, et al., 1986), cardiaques 
non sympathiques (FORSGREN, 1989) et dans certaines fibres parasympathiques 
(SUNDLER, et al., 1986). Au niveau du cœur, ce peptide est localisé dans les 
neurones qui innervent le myocarde, les fibres nerveuses du plexus neuronal de la 
matrice extracellulaire, les nœuds sinoauriculaire et auriculoventriculaire, les 
artères coronaires et les valves cardiaques (LUNDBERG et al., 1983; ALLEN et 
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Figure 7 Structure primaire du NPY. 
Le NPY, le PYY et le PP ont une structure tertiaire constituée d'une hélice 
polyproline N-terminale type II (résidus 1-9) reliée à une hélice a-amphiphilique 
(résidus 14-30) par une boucle-,6 type Il, créant ainsi une structure en épingle à 
cheveux. Les hélices sont reliées entre elles par des interactions hydrophobes. 











al., 1986; DALSGAARD et al., 1986; CORR et al., 1990; MARRON et al., 
1994). Pour plus de détails voir la revue de WAHLESTEDT et REIS (1993). 
Dans les neurones sympathiques, le NPY est fréquemment co-localisé 
avec la norépinéphrine (NE) (ALLEN et al., 1985a; LUNDBERG et al., 1985; 
CORR et al., 1990). Dans les neurones non-sympathiques, ce peptide se retrouve 
seul ou en co-localisation avec le VIP, le peptide histidyl-isoleucine (PHI) et 
l'Ach (FURNESS et al., 1983; FORSGREN,1989a; CORR et al., 1990). 
Le NPY est aussi abondant dans les cellules chromaffines contenant de la 
noradrénaline (NA) au niveau de la médullo surrénale (ALLEN et al., 1983; 
GROUZMANN et al., 1989). Des études montrent aussi la présence extra-
neuronale de NPY dans les plaquettes mais chez le rat seulement (MYERS et al., 
1988; 1990), et au niveau des cellules endothéliales de la veine ombilicale 
humaine (ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1998a). Le PYY se trouve 
principalement au niveau des cellules endocrines du tractus gastrointestinal 
inférieur (LUNDBERG et al., 1982). Cependant, de faibles quantités de PYY sont 
aussi présentes dans certaines fibres sympathiques (HAPPOLA et al., 1990). Le 
PP se trouve principalement dans les cellules endocrines des îlots pancréatiques 
(ALUMETS et al.,1978). Pour plus de détails voir la revue publiée par 
WAHLESTEDT et REIS en 1993. 
38 
1.2.4. Régulation de l'expression des gènes du NPY. 
L' ADN complémentaire qui code pour le NPY humain a été isolé pour la 
première fois à partir d'une tumeur de la glande surrénale (phéochromocytome) 
qui contient des concentrations élevées de NPY (MINTH et al., 1984; 1986). 
L'ARNm correspondant se traduit en un précurseur simple du NPY, comprenant 
97 acides aminés (MINTH et al., 1984; 1986). Ce précurseur contient un peptide 
signal hydrophobe de 28 acides aminés, nécessaire à la pénétration de celui-ci 
dans la lumière du réticulum endoplasmique i.e dans le compartiment sécrétoire 
de la cellule (MINTH et al., 1984; 1986). Par la suite, le peptide signal est clivé, 
libérant une pro-hormone de 69 acides aminés. Dans la pro-hormone, le NPY 
mature (36 acides aminés) est flanqué en sa partie C-terminale par 33 acides 
aminés, dont trois ont un motif Gly-Lys-Arg, nécessaires à l'amidation (Gly), un 
aspect critique nécessaire aux multiples fonctions du NPY (GRUNDEMAR et al., 
1990; SHEN et al., 1991). Le peptide formé à partir des autres 30 acides aminés 
restants du précurseur est appelé CPON (peptide qui flanque la partie C-terminal 
du NPY). Bien que la séquence de CPON a été hautement conservée durant 
l'évolution, aucune fonction précise n'a été assignée à celui-ci. Le CPON se 
trouve dans toutes les cellules qui produisent le NPY et les deux peptides sont 
donc, par conséquent, libérés ensemble (ALLEN et al., 1987; SUBURO et al., 
1992). Plusieurs facteurs régulent l'expression des gènes du NPY. Ceux-ci 
incluent le phorbol ester, le facteur de croissance nerveux (NGF), ainsi que des 
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activateurs de l' AMPc et des protéines kinases phospholipide- et calcium-
dépendantes (SABOL et HIGUCHI, 1990; ALLEN et BALBI, 1993). Pour plus 
de détails voir la revue publiée par W AHLESTEDT et REIS en 1993. 
1.2.5. Synthèse et sécrétion du NPY. 
La synthèse et la sécrétion du NPY ont été décrites en détail dans les 
neurones sympathiques (ZUKOWSKA-GROJEC et WAHLESTDET, 1993). 
Dans ces neurones, le NPY est stocké dans de grandes et denses vésicules de 
sécrétion contenant aussi la NA. Quoique le NPY soit exclusivement co-localisé 
avec la NA dans les grandes vésicules, la NA est aussi présente dans les petites 
vésicules de sécrétion (LUNDBERG et al., 1982a; 1983; FRIED et al., 1985, 
1985a). Pour plus de détails sur la synthèse et la sécrétion du NPY, le lecteur est 
référé aux chapitres de livres de ZUKOWSKA-GROJEC et W AHLESTEDT 
(1993) et de MALMSTRÔM et LUNDBERG (1997). 
La synthèse et le stockage du NPY dans des vésicules de sécrétion se 
font dans le corps cellulaire des neurones sympathiques. Par la suite, elles se 
déplacent jusqu'au site de sécrétion par un transport axonal (FRIED et al., 1985, 
1985a). En 1991, SCHALLING et ses collaborateurs ont observé que le niveau 
d' ARNm ainsi que le transport axoplasmique du NPY augmentent après un 
traitement avec la réserpine (connue pour son effet sur l'augmentation de la 
fréquence de dépolarisation des neurones sympathiques) (PERNOW et al., 1988), 
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suggérant que l'activité nerveuse est cruciale pour la synthèse du NPY. Une autre 
étude a démontré quel' ARNm du NPY augmente d'une façon significative dans 
les ganglions sympathiques de rat suite au stress causé par l'immobilisation 
(NANKOVA et al., 1996). Par conséquent, l'importance du NPY au niveau de la 
transmission sympathique change avec le degré de stress provenant de 
l'environnement (MALMSTRÔM, 1997). 
Le relâchement du NPY par les terminaisons nerveuses dépend de la 
fréquence de l'activité nerveuse et de l'influx calcique à travers la membrane de 
surface par l'ouverture des canaux calciques dépendants du voltage de type N 
(HAASS et al., 1990). Bien que la NA est relâchée lors d'activités nerveuses à 
basse fréquence, le relâchement du NPY nécessite des trains de potentiel d'action 
à haute fréquence, de sorte que le [Ca2+]i dans la terminaison nerveuse s'élève à 
un niveau suffisant pour déclencher la libération du NPY (ALLEN et al., 1984; 
LUNDBERG et al., 1984; 1986; 1989a, RUDEHILL et., al., 1986). Cette 
augmentation du [Ca2+]i semble être essentielle pour que les vésicules synaptiques 
libèrent leur contenu en NPY et ce par un phénomène d'exocytose (LUNDBERG 
et al., 1984; 1987) (figure 8). 
Le relâchement de la NA et du NPY par les neurones sympathiques 
semble être modulé par auto-inhibition, principalement, via l'activation pré-
synaptique des récepteurs a2 adrénergiques par la NA endogène. La régulation de 
la libération du NPY au niveau pré-synaptique par la NA peut être un facteur 
décisif empêchant la relâche du NPY lors des activités nerveuses de faible 
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Figure 8 Sécrétion du NPY par les neurones sympathiques. 
Les vésicules de sécrétion du NPY sont véhiculées jusqu'au site de sécrétion par 
un transport axonal. Le relâchement du NPY nécessite des trains de potentiel 
d'action à haute fréquence de sorte que la [Ca2+]i dans la terminaison nerveuse 
s'élève à un niveau suffisant pour déclencher la fusion des vésicules de sécrétion 
avec la membrane pré-synaptique et la libération du NPY dans la fente 
synaptique. Les vésicules libèrent leur contenue en NPY par un phénomène 
d' exocytose. 
Modifiée de: homepage.psy.utexas.edu 
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dans la fente synaptique 
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fréquence (MALMSTRÔM et LUNDBERG, 1997). D'autre part, ce fait peut 
expliquer pourquoi il est difficile de vider les tissus du NPY et d'inhiber sa 
relâche après une longue durée de stimulation neuronale (MODIN et al., 1993). 
La NA n'est pas le seul facteur qui module le relâchement des 
neurotransmetteurs. Les récepteurs NPY au niveau pré-synapthique peuvent aussi 
inhiber la relâche des neurotransmetteurs. Ainsi, il a été démontré que le PYY 
peut supprimer la relâche du NPY endogène provoquée par la stimulation des 
neurones sympathiques (PERNOW et LUNDBERG, 1989). Chez le rat, il a été 
rapporté que l'inhibition de la relâche du NPY au niveau du canal déférent est 
due à l'activation pré-synapthique du récepteur Y2 (W AHLESTEDT et al., 1986), 
tandis que, chez le lapin, l'inhibition est due à l'activation du récepteur Y1 
(DOODS et KRAUSE, 1991). Cependant, la libération du NPY semble être 
facilitée par l'activation des récepteurs fi-adrénergiques et des récepteurs de 
!'angiotensine II (PERNOW et LUNDBERG, 1989; DAHLÔF et al., 1991). Pour 
plus de détails voir MALMSTRÔM et LUNDBERG (1997). 
À l'état physiologique, la concentration plasmatique du NPY s'élève 
particulièrement lors du stress et des exercices physiques (LUNDBERG et al., 
1985a; PERNOW et al., 1986). Plusieurs espèces, incluant le porc et l'homme, 
ont une concentration plasmatique basale de NPY de l'ordre du 20 à 40 pM 
(LUNDBERG et al., 1987). Par contre, chez le rat, la concentration plasmatique 
est de l'ordre de 200 pM (ERICSSON et al., 1991 ). Cette différence est due 
principalement à la libération du NPY des plaquettes chez le rat. Le NPY possède 
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une demi-vie plasmatique relativement élevée. Chez le porc et l'humain la 
disparition du NPY du plasma est biphasique avec une demi vie de 4 à 6 et de 20 
à 40 minutes, respectivement (RUDEHILL et al., 1987) tandis que celle de la 
noradrénaline est de 1 à 2 minutes (PERNOW et al., 1986). Le NPY et le PYY 
peuvent être métabolisés par l' endopeptidase 24.11 neutre en des fragments 
inactifs, le NPY1-3o et le PYY1-z9 (MEDEIROS et TURNER, 1994a; 1996) et par 
l'aminopeptidase Pen fragments NPY2-36 et PYY2-36 (MEDEIROS et TURNER, 
1994). Le NPY et le PYY peuvent aussi être clivés par la dipeptidyl peptidase IV 
(DPPIV) en NPY3-36 et PYY3_36 (MENTLEIN et al., 1993). Il est intéressant de 
noter que ces deux fragments sont des agonistes pour les récepteurs Y2 et Y5. Le 
NPY 3-36 peut être aussi dégradé par des neuroendopeptidases en fragments 
biologiquement inactifs (MEDEIROS et TURNER, 1994). Pour plus de détails 
voir MALMSTRÔM (1997). 
1.2.6. Les récepteurs au NPY et peptides reliés. 
W AHLESTEDT et ses collaborateurs (1986) ont proposé la première 
classification des récepteurs au NPY. Cette classification était basée sur les 
différentes affinités du NPY et de ses fragments C-terminaux comme le NPY 13_36 
et le PYY 13_36 sur différents essais biologiques. Les auteurs ont proposé 
l'existence de deux types de récepteurs au NPY; un récepteur pré-synaptique (le 
récepteur Y2), qui est sensible au NPY, au PYY et aux fragments 13-36, et un 
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récepteur post-synaptique (le récepteur Y1) qui n'est pas sensible aux fragments 
C-tenninaux (figure 9). Toutefois, cette classification combinée, pré- (Y2) versus 
post- (Y1) synaptique n'est pas exclusive; plusieurs évidences démontrant la 
présence des récepteurs Y1 et Y2 au niveau de la membrane pré- comme post-
synaptique (LUNDBERG et al., 1988; 1988a; DOODS et KRAUSE, 1991; 
GRUNDEMAR et al., 1992; McAULEY et WESTFALL 1992; St-PIERRE et al., 
1995, 2000; PICKEL et al., 1998). Au début des années 90, le développement de 
deux analogues du NPY, le [Leu31 , Pro34]NPY et le [Pro34]NPY 
(FUHLENDORFF et al., 1990, 1990a; SCHWARTZ et al., 1990) a confirmé 
l'existence d'au moins deux types de récepteurs au NPY. Ces deux peptides 
agissent préférentiellement sur les récepteurs Y 1 (ED50 dans l'ordre du nM) et 
possèdent très peu d'affinité pour le récepteur Y 2 (affinité plus grande que 300 
nM). De plus, des études fonctionnelles ont révélé que certains effets produits par 
une injection intracérébro-ventriculaire (ICV) du NPY et du PYY sont mimés par 
le [Leu31 , Pro34]NPY et le [Pro34]NPY (agonistes Y1) mais pas par les fragments 
courts C-terminaux, le NPY 13-36 et le PYY 13-36 (agonistes Y 2). De façon opposée, 
d'autres effets du NPY /PYY sont mimés par les agonistes Y 2 (KALRA et 
CROWLEY 1992; DUMONT et al., 1992, 1997; GRUNDEMAR et al., 1993; 
BLEAKMAN et al., 1993; McAULEY et al., 1993; STANLEY, 1993; 
W AHLESTEDT et REIS., 1993; COLMERS et BLEAKMAN, 1994; GEHLERT, 
1998). Par la suite, le clonage des récepteurs Y 1 et Y 2 a confirmé leur existence. 




Représentation schématique du récepteur Y1 et du récepteur 
Cette figure représente une schématisation de deux types de récepteurs au NPY, le 
récepteur Y1 et le récepteur Y2 selon la première classification de ceux-ci par 
WAHLESTEDT et ses collaborateurs en 1986. Le récepteur Y1 nécessite la 
présence de toute la séquence des acides aminés du NPY pour être activé, tandis 
que, le récepteur Y 2 est activé de façon préférentielle par des fragments C-
terminaux ainsi que par la séquence intacte du NPY. 
Tiré de SCHWARTZ et al., 1990. 
Récepteur Y 1 
Récepteur Y 2 
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Jusqu'à maintenant, cinq types de récepteurs au NPY ont été identifiés et clonés, 
soient les récepteurs Y1, Y2, Y4, Ys et Y6 (DUMONT et al., 1992; 
WAHLESTEDT et REIS, 1993; GEHLERT, 1994, 1998; COLMERS et 
BLEAKMAN, 1994, BLOMQVIST et HERZOG, 1997; MICHEL et al., 1998; 
BISCHOFF et MICHEL, 1999; INUI, 1999; VEZZANI et al., 1999). Pour plus de 
détails voir la revue de DUMONT et al. (2000b ). Tous les récepteurs au NPY 
connus jusqu'à présent appartiennent à la superfamille des récepteurs à sept 
domaines transmembranaires couplés aux protéines G. Dans la majorité des types 
cellulaires étudiés, les récepteurs au NPY agissent par l'intermédiaire d'une 
protéine G, sensible à la toxine de pertusis (PTX) de type Gi ou G0 (MICHEL et 
al., 1998) (Tableau 2). Dans la majorité des cellules étudiées, la réponse type suite 
à l'activation de ces récepteurs est l'inhibition de l'adenylyl cyclase (pour détails, 
voir la revue de MICHEL et al., 1998). Cependant, l'inhibition de l'adenylyl 
cyclase ne peut probablement pas expliquer plusieurs réponses fonctionnelles 
obtenues après la stimulation des récepteurs au NPY (MICHEL et al., 1998). Des 
réponses additionnelles qui sont restreintes à certains types cellulaires inclut 
l'inhibition des canaux calciques dans les neurones (EWALD et al., 1998), 
l'activation ou l'inhibition des canaux potassiques au niveau des cardiomyocytes 
(MILLAR et al., 1991) et des cellules du muscle lisse vasculaire (XIONG et al., 
1995) respectivement. En se basant sur des expériences ayant utilisé des 
bloqueurs des canaux calciques, il a été postulé que le NPY stimule les canaux 
Tableau 2: Caractéristiques des différents types de récepteurs au NPY 
Nomenclature Y1 Y2 Y4 Y5 Ye 
Autres noms PP1 Y1-like, Food intake 
Y5,PP2, Y2e 
receptor 
Ordre de NPY:<::PYY»PP NPY:<::PYY>>PP PP>NPY= PYY NPY:<::PYY:<::PP NPY= PYY>PP puissance 
Agonistes [Leu31, Pro34]NPY NPY13.3e pp pp sélectifs [Pro34]NPY NPY3.3e [Leu31, Pro34]NPY [Leu31, Pro34]NPY 
[Leu31, Pro34]PYY PYY3.3e Leu31, Pro34]PYY [Leu31, Pro34]PYY 
[Pro34]PYY PYY3.ae 
Antagonistes GR231118 T4 (NPY33_3e) sélectifs SR120107A BllE0246 
BIBP3226 
81803304 
Radio ligands [1251] [Leu31
1 




Gi/O Gi/O Gi/o Gi/O Gi/O 
Gène/Chromosome NPY1RI 4q31.3-32 NPY2RI 4q31 NPY4RI 1 Oq11.2 NPY5RI 4q31.3-32 NPY6RI 5q31 
Tiré de MICHEL et al., 1998 
50 
calciques de type L dans les cellules du muscle lisse vasculaire (MICHEL et 
RACHER, 1995; MICHEL et al., 1998). Il a été aussi rapporté que le NPY peut 
mobiliser le Ca2+ des réserves intracellulaires dans les cellules nerveuses de rat en 
culture, et ce, par un mécanisme dépendant de la voie de l'inositol triphosphate 
(IP3) (PERNEY et MILLER, 1989). Par contre, une autre étude a rapporté une 
mobilisation du Ca2+ par une voie indépendante de l'IP3 dans la lignée cellulaire 
HEL (MOTULSKY et MICHEL, 1988). La sensibilité de certaines réponses à 
l'inhibiteur de la cyclooxygénase, l'indométacine, indique une activation possible 
de la phosoholipase A2 par les récepteurs au NPY (MARTIN et PATTERSON, 
1989). L'activation de la phospholipase D ou de la tyrosine kinase, qui peut avoir 
lieu suite à l'activation de certains récepteurs couplés au protéine G/G0 , n'est pas 
encore clairement démontrée jusqu'à présent (voir la revue de MICHEL et al., 
1998). En général, les récepteurs au NPY démontrent un couplage préférentiel 
aux protéines G sensibles à la toxine de pertussis (PTX), i.e. Giet G0 , qui est suivi 
par une réponse typique de l'activation de ces protéines G (LIMBIRD, 1988). 
1.2.6.1. Le récepteur Y1• 
Le premier clone des récepteurs NPY a été initialement considéré comme 
étant un récepteur orphelin (EV A et al., 1990; pour revue DUMONT et al., 
2000b). La distribution del' ARNm de ce récepteur orphelin correspondait à la 
distribution déjà rapportée dans la littérature pour les récepteurs Y1 dans le 
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cerveau de rat (DUMONT et al., 1990; 2000b). De plus, après transfection dans 
une lignée cellulaire, ce clone a démontré un profil pharmacologique identique 
avec celui d'un récepteur Y1 typique i.e: PYY > NPY > [Leu31 , Pro34]NPY > 
NPY2-36 >> hPP > NPY13-36 (KRAUSE et al., 1992). Par la suite, l'ADN 
complémentaire (ADNc) des récepteurs Y1 des différentes espèces incluant 
l'homme, la souris, le porc et le chien (HERZOG et al., 1992; LARHAMMAR et 
al., 1992; EVA et al., 1992; NAKAMURA et al., 1995; MALMSTRÔM et al., 
1998) ont été isolés et lorsque transfectés dans des lignées cellulaires, ont 
confinné par la suite que ces récepteurs clonés sont du type Y1. D'autres études 
ont démontré que ce récepteur est aussi exprimé chez des espèces autres que les 
mammifères (BLOMQVIST et al., 1995). De plus, il a été démontré que le 
récepteur Y1 est hautement conservé au cours de l'évolution (LARHAMMAR et 
al., 1996). Chez l'homme, le gène du récepteur Y 1 est localisé sur le chromosome 
4q(31.3-32) (EVA et al., 1992; HERZOG et al., 1993; pour revue DUMONT et 
al., 2000b). 
L' ARNm du récepteur Y1 a été détecté dans une grande variété de tissus 
humains, de rat et de souris, incluant le cerveau, le cœur, les vaisseaux sanguins, 
le rein et l'appareil gastrointestinal (LARSEN et al., 1993; WHARTON et al., 
1993; NAKAMURA et al., 1995). Suite à l'activation des récepteurs Yi, la 
réponse typique est une vasoconstriction dans la majorité des lits vasculaires 
(MALMSTRÔM, 1997). La présence d'une population homogène de récepteurs 
Y 1 a aussi été démontrée dans des lignées cellulaires humaines comme la lignée 
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SK-N-MC et la lignée HEL (FUHLENDORFF et al., 1990; MICHEL et al., 1990; 
FETH et al., 1992; WIELAND et al., 1995). Pour plus de détails voir la revue de 
MICHEL et al. (1998). 
1.2.6.2. Le récepteur Y 2• 
L'ADNc du récepteur Y2 a été isolé en premier à partir de la lignée 
cellulaire humaine SMS-KAN (ROSE et al., 1995) et par la suite à partir de 
l'hippocampe humain (GERALD et al., 1995) et du cerveau humain (GEHLERT 
et al., 1996), ainsi qu'à partir de la lignée cellulaire KAN-TX (RIMLAND et al., 
1996; MICHEL et al., 2000). Il est intéressant de noter que l'homologie entre le 
récepteur Y 1 et Y 2 est de 31 % (DUMONT et al., 2000b ). De plus, il a été rapporté 
par plusieurs groupes que les récepteurs Y2 de différentes espèces montrent une 
grande homologie (AMMAR et al., 1996; NAKAMURA et al., 1996; St-PIERRE 
et al., 1998; SHARMA et al., 1998; MALMSTRÔM et al., 1998). L'ARNm du 
récepteur Y 2 a été détecté dans plusieurs parties du système nerveux central, 
tandis qu'un bas niveau d'expression a été détecté au niveau de tissus humains 
périphériques (ROSE et al., 1995; GEHLERT et al., 1996; ZHANG et al., 1997). 
Suite leur stimulation, les récepteurs Y 2 inhibent le relâchement des 
neurotransmetteurs, comme par exemple, la NA au niveau de la membrane pré-
synaptique (W AHLESTEDT et al., 1986). Les récepteurs Y2 sont aussi présents 
au niveau de la membrane post-synaptique de plusieurs tissus (MICHEL et al., 
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1998). La lignée cellulaire humaine SMS-KAN ainsi que le rem de lapin 
contiennent apparemment une population homogène de récepteurs Y 2 
(WIELAND et al., 1995; MICHEL et al., 1998). 
1.2.6.3. Le récepteur Y3. 
Plusieurs groupes ont proposé l'existence d'un récepteur qui possède une 
haute affinité pour le NPY mais pas pour le PYY dans plusieurs systèmes incluant 
le système nerveux central (GRUNDEMAR et al., 1991), le colon 
(McCULLOUGH et WESTF ALL, 1995), le cœur (BALASUBRAMANIAM et 
al., 1990; GRUNDEMAR et al., 1991; DUMONT et al., 1994), les poumons 
(HIRABA Y ASHI et al., 1996) et la glande surrénale de rat (BERNET et al., 
1994) et de bovin (NÔRENBERG et al., 1995). Ce site d'action préférentiel pour 
le NPY a été nommé le récepteur Y3. En 1991, RIMLAND et ses collaborateurs 
ont rapporté le clonage d'un récepteur chez le rat, qui était plus sensible au NPY 
qu'au PYY. Deux années plus tard, d'autres études ont démontré que ce clone 
était un artéfact (HERZOG et al., 1993a; JAZIN et al., 1993). Il est à noter que les 
évidences actuelles ne sont pas encore suffisantes pour confirmer l'existence de 
ce récepteur et des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer sa 
présence. Pour plus de détails, voir la revue publiée par MICHEL et al. en 1998. 
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1.2.6.4. Le récepteur Y4• 
Le gène du récepteur Y4 a été initialement cloné d'une librairie génomique 
humaine et le récepteur dérivé de ce clone a été désigné comme "PPl" 
(LUNDELL et al., 1995). Des homologues du récepteur Y4 ont aussi été clonés 
chez le rat et la souris (GREGOR et al., 1996a; GERALD et al., 1996; 
LUNDELL et al.,1996; YAN et al., 1996). La principale caractéristique du 
récepteur Y 4 est sa haute affinité pour le PP de la même espèce. Par exemple, le 
PP d'autres espèces semble avoir une affinité de 50 à 1 OO fois plus faible par 
rapport au PP de la même espèce GEHLERT et al., 1996b). Cependant, ceci n'est 
pas observé dans tous les cas (GERALD et al., 1996; GREGOR et al., 1996a). Le 
PP humain possède une haute affinité (<100 pM) pour les récepteurs Y4 humains, 
de rat et de souris (BARD et al., 1995; LUNDELL et al., 1995; GEHLERT et al., 
1996b). L'ARNm du récepteur Y4 humain est présent dans le colon, l'intestin 
grêle et la prostate (LUNDELL et al., 1995), tandis qu'il est absent dans les autres 
tissus périphériques. Une faible expression de l 'ARNm de ce récepteur a été 
démontrée dans certaines régions du système nerveux central (LUNDELL et al., 
1995). L' ARNm du récepteur Y 4 de rat est présent dans les testicules et les 
poumons avec un niveau d'expression beaucoup plus faible au niveau du colon 
(LUNDELL et al., 1996). Pour plus de détails voir MICHEL et al. (1998). 
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1.2.6.5. Le récepteur Y 5• 
Il a été proposé que l'effet du NPY sur la prise de nourriture soit médié via 
un récepteur Y1 atypique (QUIRION et al., 1990; STANLEY et al., 1992; 
DUMONT et al., 2000b ). De façon intéressante, le profil d'un autre récepteur au 
NPY cloné chez l'humain et le rat, le type Y 5, est très similaire au récepteur Y 1 
atypique (GERALD et al., 1996; HU et al., 1996; DUMONT et al., 2000b). Ce 
récepteur a été également cloné chez la souris (NAKAMURA et al., 1997) et chez 
le chien (BOROWSK1 et al., 1998). Une des principales caractéristiques du 
récepteur Y5 est sa haute affinité pour le hPP mais pas pour le rPP (GERALD et 
al., 1996; HU et al., 1996; MICHEL et al., 1998; DUMONT et al., 2000b). De 
plus le NPY, le PYY, le [Leu31 , Pro34]NPY ou PYY, les fragments longs comme 
le NPY 2•36 et le PYY 3•36 ont une affinité dans l'ordre du nM (3 à 20 nM) tandis 
que les fragments courts C-terminaux sont beaucoup moins puissants (affinités > 
400 nM; GERALD et al., 1996a; HU et al., 1996; pour plus de détails voir 
DUMONT et al., 2000b ). Le gène du récepteur Ys humain réside sur le 
chromosome 4q3 l.3-32 i.e. la même localisation que le récepteur Y1 humain mais 
disposé dans une direction opposée (GERALD et al., 1996; HU et al., 1996). Par 
immunobuvardage Northern et hybridation in situ, l' ARNm de ce récepteur a été 
détecté dans les testicules ainsi que dans plusieurs régions du cerveau, incluant 
celles qui sont connues pour jouer un rôle très important dans la prise de la 
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nourriture (par exemple !'hypothalamus) (GERALD et al., 1996; HU et al., 1996). 
L'expression du récepteur Ys dans la lignée cellulaire HEK 293 montre que suite 
à son activation, il y a une inhibition de l'accumulation del' AMPc (GERALD et 
al., 1996; HU et al., 1996). 
1.2.6.6. Le récepteur Y6· 
Trois groupes ont rapporté le clonage d'un autre type de récepteur au NPY 
chez la souris, le lapin, le singe et l'humain et ont été désignés selon les auteurs 
comme le récepteur Ys (WEINBERG et al., 1996), PP2 (GREGOR et al., 1996) 
ou Y2h (MATSUMOTO et al., 1996). Afin de standardiser sa nomenclature, il a 
été entendu que la désignation récepteur y6 soit utilisée (MICHEL et al., 1998). 
Cependant, le profil pharmacologique de ce récepteur n'est pas encore très clair. 
Contrairement aux autres types de récepteurs qui sont exprimés chez plusieurs 
espèces, incluant l'homme (LARHAMMAR, 1996), le récepteur y6 n'est pas 
exprimé chez le rat (BURKHOFF et al., 1998). De plus, chez l'homme et les 
primates, l' ADNc de ce récepteur contient une mutation localisée dans le 
troisième domaine transmembranaire du récepteur résultant en une protéine 
tronquée de 290 acides aminés (GREGOR et al., 1996; MATSUMOTO et al., 
1996; WEINBERG et al., 1996). Malgré la forte expression de l'ARNm du 
récepteur y6 dans une variété de tissus humains et de primates, la protéine de ce 
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récepteur est non-fonctionnelle (GREGOR et al., 1996; MATSUMOTO et al., 
1996; MICHEL et al., 1998). Il semble donc que le gène du récepteur y6 est 
devenu non-fonctionnel au cours de l'évolution (MICHEL et al., 1998). La 
fonction physiologique possible du récepteur y6 reste obscure. Pour plus de 
détails, voir MICHEL et al., 1998 et DUMONT et al., 2000b. 
1.2.7. Agonistes et antagonistes de la famille des récepteurs au NPY. 
Il y a quelques années, le [Pro34]NPY, le [Leu31 ,Pro34]NPY, le 
[Leu31 ,Pro34]PYY et le PYY 3_36 étaient considérés comme étant des agonistes 
sélectifs pour les récepteurs Y1 ou Y2 (FllliLENDORFF et al.,1990; 
SCHWARTZ et al., 1990; DUMONT et al., 1994; 2000b). Maintenant, il est bien 
connu que ces composés peuvent reconnaître plus qu'un seul type de récepteur au 
NPY. En effet, le [Leu31 ,Pro34]NPY et le [Leu31 ,Pro34]PYY possèdent une haute 
affinité pour les récepteurs Y4 (BARD et al.,1995; GEHLERT et al., 1996b; 
GERALD et al., 1996; BLOMQVIST et HERZOG, 1997; MICHEL et al., 1998; 
DUMONT et al., 2000b), Y5 (GERALD et al., 1996; HU et al., 1996; 
BLOMQVIST et HERZOG, 1997; MICHEL et al., 1998; DUMONT et al., 
2000b), et possiblement y6 (WEINBERG et al., 1996; GREGOR et al., 1996; 
MATSUMOTO et al., 1996; DUMONT et al., 2000b ). En plus de sa haute 
affinité pour le récepteur Y2 (DUMONT et al., 1994, 1995; GEHLERT et al., 
1996; GERALD et al., 1996), le PYY3_36 semble être un agoniste potentiel pour 
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les récepteurs Ys (GERALD et al., 1996; HU et al., 1996; BLOMQVIST et 
HERZOG, 1997; MICHEL et al., 1998) et possiblement y6 (WEINBERG et al., 
1996; GREGOR et al., 1996; MATSUMOTO et al., 1996), tandis que, le hPP, le 
bPP et le rPP sont considérés comme étant des agonistes pour le récepteur Y 4 
(BARD et al.,1995; LUNDELL et al., 1995, 1996; YAN et al., 1996;GEHLERT 
et al., 1996, 1996a, 1996b; GERALD et al., 1996; BLOMQVIST et HERZOG, 
1997; MICHEL et al., 1998). Cependant, les évidences actuelles montrent que ces 
composés peuvent agir sur d'autres types de récepteurs au NPY (DUMONT et al., 
2000b ). Par exemple, le hPP semble être un agoniste pour le récepteur Ys 
(GERALD et al., 1996; HU et al., 1996; DUMONT et al., 1998) et possède de 
hautes affinités pour le récepteur y6 (GREGOR et al., 1996). Par contre, le 
[Cys2,8-aminooctanoic acids-24, D-Cys27]NPY, aussi connu sous le nom de C2-
NPY, est un agoniste sélectif du récepteur Y2 (McLEAN et al., 1990) qui n'a pas 
d'affinité pour les récepteurs Y1, Y4 et Ys (GERALD et al., 1996; BECK-
SICKINGER, 1997). Plus récemment, BECK-SICKINGER (1999) a rapporté le 
développement d'un agoniste sélectif du récepteur Ys, le hPP1-
17[A31,Aib32]NPY. Ce peptide a une affinité de 0.2 nM dans les cellules HEK 293 
transfectées avec l' ADNc du récepteur Ys humain, cependant, son affinité pour 
les récepteurs Y 1, Y 4 et Ys est seulement de 200 à 400 nM. Donc, les agonistes 
disponibles jusqu'à présent ne sont pas sélectifs pour un type de récepteur en 
particulier. Afin de définir précisément la nature d'un récepteur, il faut utiliser une 
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série d'agonistes (MICHEL et al., 1998) en plus d'antagonistes sélectifs qui 
deviennent de plus en plus disponibles (DUMONT et al., 2000b ). 
Depuis les années 90, plusieurs antagonistes ont été développés, 
cependant, ceux-ci ne répondent pas aux critères de haute affinité, spécificité et 
compétitivité requise pour être de bons antagonistes (pour détails voir DUMONT 
et al., 2000b). Un des premiers antagonistes non-peptidiques rapportés fut le R-
N2 -( diphenylacetyl)-N-( 4-hydroxyphenyl)-methylargininamide, connu sous le 
nom de BIBP3226 (RUDOLF et al., 1994). Cet antagoniste a bien été étudié et la 
majorité des données obtenues montre que cette molécule possède une haute 
sélectivité pour le récepteur Y 1 sans aucune activité significative sur les types Y 2, 
Y 4 et Y 5 et ce aussi bien en utilisant la technique de radio liaison sur membrane 
que des essais biologiques in vivo et in vitro (RUDOLF et al., 1994; 
ABOUNADER et al., 1995; DOODS et al., 1995; JACQUES et al., 1995; 
WIELAND et al., 1995; LUNDBERG et al., 1996; GEHLERT et al., 1996, 
1996b; GERALD et al., 1996). Cependant, des études in vivo, et plus 
spécifiquement des études impliquant des injections ICV doivent être interprétées 
avec prudence car le BIBP3226 peut être toxique (RUDOLF et al., 1997). Un 
autre antagoniste Y 1 non-peptidique qui peut être pris oralement a été rapporté par 
le groupe de SERRADEIL-LE (1995) Le. le (R,R)-1-[2- [2-(2-
naphthylsulphamoyl) -3-phenylpropionamido ]-3-[ 4-[N-[ 4-( dimethylaminomethyl) 
-cis-cyclohexylmethyl] amidino] phenyl] propionyl]-pyrrolidine), nommé 
SR120819A (SERRADEIL-LE et al., 1995). Dû au fait que l'accès à cette 
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molécule a été limitée à un certain nombre de chercheurs, il y a q'un seul groupe 
jusqu'à maintenant qui a pu confirmer son activité d'antagoniste pour le récepteur 
Y1 (MALMSTRÔM et al.,1996), tandis que son affinité vis-à-vis les récepteurs 
Y4, Y5 et y6 n'est pas encore déterminée (DUMONT et al., 2000b). Très 
récemment, d'autres antagonistes des récepteurs Y 1 ont été caractérisés 
(DUMONT et al., 2000b ). Parmi ces antagonistes, le ((R)-N[[ 4-
( aminocarbonylaminomethyl)-phenyl]methyl ]-N2( diphenylacetyl)-argininamide 
trifluoroacetate) ou BIB03304 a démontré une affinité de l'ordre du nanomolaire, 
pour les récepteurs Y1 d'origine humaine et de rat. De plus, il est inactif sur les 
récepteurs Y2, Y4 et Y5 (WIELAND et al., 1998). Il a été également démontré par 
DUMONT et al. (2000) que le BIB03304 est au moins 10 fois plus puissant que 
le BIBP3226 pour déplacer les sites de liaison du [1251] [Leu31 ,Pro34]PYY dans le 
cerveau de rat. Plusieurs autres antagonistes non-peptidiques pour le récepteur Y 1 
ont été rapportés (HIPSKIND et al., 1997; ZARRINMAYEH et al., 1998; 1999; 
ZIMMERMAN et al., 1998; DANIELS et al., 1997). Cependant, leur sélectivité 
n'a pas encore été démontrée (DUMONT et al., 2000b). Finalement, un 
antagoniste peptidique, le Ile-Glu-Pro-Dpr-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-CONH2, 
désigné au départ comme le 1229U91 (DANIELS et al., 1995a), ou le GW1229 
(BITRAN et al., 1997) et maintenant le GR231118 (MICHEL et al., 1998; 
PARKER et al., 1998), a été étudié par plusieurs groupes. Au départ, le 
GR2311l8 a été caractérisé comme étant un antagoniste sélectif du récepteur Y 1 
sur la base de son blocage sélectif des effets des récepteurs Y 1 par rapport à Y 2 
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(LEBAN et al., 1995; DANIELS et al., 1995a,b; KIM et al., 1997; BITRAN et 
al., 1997). Cependant, des études récentes ont démontré que le GR231l18 est un 
agoniste des récepteurs Y 4 et y6 (KANATANI et al., 1998; PARKER et al., 1998; 
SCHOBER et al., 1998) et possède une très faible activité agoniste pour les 
récepteurs Y5 (KARATINI et al., 1998; PARKER et al., 1998). L'utilisation du 
[
125I]GR231118 a confirmé ces données et a démontré clairement que le 
GR231118 a une faible sélectivité pour le récepteur Y1 (SCHOBER et al., 1999; 
DUMONT et QUIRION, 2000; DUMONT et al., 2000b). 
En 1997, GROUZMANN et ses collaborateurs ont proposé le T4-
[NPY(33-36)]4 comme étant un antagoniste du récepteur Y2 . Cependant, une 
année plus tard, le même groupe a démontré une faible affinité de cette molécule 
pour le récepteur Y2 (GROUZMANN et al., 1998). Ces résultats ont aussi été 
confirmés par PHENG et al., (1999). De plus, des études de radioliaison sur 
membrane n'ont pas pu démontrer une vraie sélectivité de cette molécule pour le 
récepteur Y2 versus les récepteurs Y1, Y4 et Y5 (DUMONT et al., 2000). Très 
récemment, DOODS et ses collaborateurs (1999) ont rapporté que le BIIE0246 est 
un antagoniste puissant pour le récepteur Y 2 avec un pA2 de l'ordre de 7. 8 dans le 
canal déférent de rat (un tissu qui exprime exclusivement le récepteur Y 2). Par 
contre, celui-ci ne bloque pas l'effet du NPY au niveau de la veine saphène de 
lapin (un tissu qui exprime exclusivement le récepteur Y1) (DUMONT et al., 
2000a). De plus, des études de radioliaison ont démontré que le BIIE0246 possède 
une haute affinité pour le récepteur Y2, alors qu'il reste inactif vis-à-vis les autres 
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types de récepteurs (Y1, Y4 et Ys) (DUMONT et al., 2000a). Des études 
d'autoradiographie quantitative ont démontré que le BIIE0246 inhibe la liaison du 
[
125I]PYY3.36 mais pas celle du [1251] [Leu31 , Pro34]PYY dans le cerveau de rat 
(DUMONT et al., 2000a). Donc, le BIIE0246 représente le premier antagoniste 
sélectif qui peut être utilisé pour étudier les fonctions du récepteur Y2 (voir 
DUMONT et al., 2000b ). 
Plusieurs molécules ont été proposées comme étant des antagonistes pour 
le récepteur Ys (GERALD et al., 1996a). Parmi ces molécules, le (2-
(naphthalene-1-yl)-3-phenylpropane-1,2-diamine), connu sous le nom de JCF104 
a démontré une faible activité antagonistique pour le récepteur Y 5 (ordre de 
pM)(PHENG et al., 1997; FELETOU et al., 1998; DUMONT et al., 2000b). 
Récemment, deux autres antagonistes pour le récepteur Y5, le CGP71683A 
(CRISCIONE et al., 1998) et le L-152804 (KANATANI et al., 1997) ont été 
rapportés. Ces antagonistes ont des affinités dans l'ordre du nM. Par des études de 
radioliaison, DUMONT et ses collaborateurs (2000) ont démontré que le 
CGP71683A possède une haute affinité pour le récepteur Ys mais pas pour les 
récepteurs Y1, Y2, et Y4. Pour plus de détails voir la revue de DUMONT et al., 
2000b. 
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1.2.8. Effets biologiques du NPY et de ses récepteurs. 
Le neuropeptide Y et ses peptides apparentés sont impliqués dans 
plusieurs processus physiologiques importants comme par exemple la prise de 
nourriture, le métabolisme énergétique, la thermorégulation, la sécrétion 
neuroendocrinienne, la locomotion, les comportements liés à l'anxiété, et la 
fonction cardio-respiratoire. Pour plus de détails, voir les revues de DUMONT et 
al., 1992; 2000b. Toutes ces effets ont été rapportées chez le rat. Cependant, 
plusieurs études suggèrent que le NPY possède des rôles similaires chez l'humain 
(DUMONT et al., 2000b ). 
Dans cette section, je vais traiter plus spécifiquement du rôle du NPY et de 
ses récepteurs dans le système cardiovasculaire. 
1.2.8.1. Effets sur le cœur. 
Plusieurs groupes ont étudié l'effet du NPY sur la contraction cardiaque. 
Ces effets varient selon les espèces et les préparations utilisées (MILLAR et al., 
1991). Par exemple, ALLEN et al. (1983a) et FRANCO-CERECEDA et al. 
(1985) ont rapporté que le NPY exerce un effet inotrope négatif sur la 
performance ventriculaire du cœur isolé de lapin et de cochon d'Inde, tandis 
qu'un effet inotrope positif a été observé sur les oreillettes isolées de cochon 
d'Inde (LUNDBURG et al., 1984a; FRANCO-CERECEDA et al., 1985). 
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D'autres études ont rapporté également que le NPY n'exerce aucun effet inotrope 
sur le cœur (ALLEN et al., 1983a; FRANCO-CERECEDA et al., 1987; MICHEL 
et al., 1988; MALMSTRÔM et LUNDBERG, 1997). 
Les études électrophysiologiques ont démontré que le NPY active un 
courant K+ sortant (110) (WEIS et al., 1990; MILLAR et al., 1991). Le 110 est 
présent dans les myocytes ventriculaires de plusieurs espèces incluant le rat, le 
lapin, le chien et l'humain mais pas chez le cochon d'Inde (CORABOEUF et 
VASSORT, 1968; JOSEPHSON et al., 1984; GILES et GINNEKEN, 1985; 
HUME et UEHARA, 1985; LITOVSKY et ANTZELEVITCH, 1988; SHIBATA 
et al., 1989). MILLAR et ses collaborateurs ont suggéré que l'activation de ce 
courant par le NPY, raccourci la durée du potentiel d'action et diminue ainsi le 
temps disponible pour l'entrée de calcium dans la cellule, ce qui diminue par 
conséquent la réponse contractile (MILLAR et al., 1991). D'autre part, ce même 
groupe a aussi démontré que le NPY active un courant calcique entrant (!si) et 
donc peut augmenter la réponse contractile, mais seulement en présence de 4-
aminopyridine (bloqueur de 110 ) (MILLAR et al., 1991). Les auteurs proposent 
donc l'existence de deux mécanismes couplés aux récepteurs NPY qui influencent 
la réponse contractile au niveau des cardiomyocytes ventriculaires de rat : 1) 
activation de 110 par une protéine G sensible au PTX et 2) activation de lsi par un 
mécanisme insensible au PTX (MILLAR et al., 1991). 
Très récemment, nous avons démontré dans notre laboratoire que le NPY 
active les canaux calciques de type L et R dans les cellules cardiaques 
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d'embryons de poulets âgés de 10 jours (JACQUES et al., 2000a). Nos résultats 
montrent que le NPY (10-10 M) induit une augmentation de la fréquence du 
calcium cytosolique et nucléaire transitoire durant la contraction spontanée des 
cellules cardiaques d'embryons de poulet de 10 jours. L'addition subséquente de 
nifédipine (10-5 M; un bloqueur des canaux calciques de type L) a bloqué 
complètement l'augmentation du calcium cytosolique et nucléaire et révèle une 
augmentation significative des niveaux de base du calcium nucléaire. En présence 
de NPY (10-10 M) et de nifédipine (10-5 M), l'addition du PN-200-110 (10-7 M ; 
un bloqueur des canaux calciques de type R) diminue les niveaux de base du 
calcium cytosolique et nucléaire au niveau contrôle (JACQUES et al., 2000a). De 
plus, nos résultats démontrent aussi que l'effet chronotrope du NPY est inhibé par 
le BIBP3226, un antagoniste sélectif des récepteurs Yi, suggérant ainsi 
l'implication de ce récepteur dans cette fonction (JACQUES et al., 2000a) (figure 
10). Nos résultats suggèrent que le NPY stimule un influx calcique à travers la 
membrane plasmique (via un canal calcique de type L et R), induit une 
augmentation soutenue du calcium cytosolique et nucléaire et augmente la 
fréquence de cette augmentation via l'activation, en bonne partie, du récepteur Y1 
(JACQUES et al., 2000a). 
Dans les cardiomyocytes, le NPY exerce des effets sur l' adenylyl cyclase, 
les canaux ioniques et la performance contractile (MILLAR et al., 1994; 
JACQUES et al., 2000a). A long terme, le NPY cause une réduction de la 
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Figure 10 Blocage de l'effet chronotrope positif du hNPY sur les cellules 
cardiaques d'embryon de poulet de 10 jours par la nifedipine et le BIBP3226. 
(A) Balayage rapide en continu d'un myocyte ventriculaire d'embryon de poulet 
âgé de 10 jours lors d'une contraction spontanée, visualisée par microscopie 
confocale. (a) Cellule montrant une contraction rythmique en condition contrôle. 
(b) Effet chronotrope positif du hNPY 10-io M sur la contraction spontanée. (c) 
Blocage de l'effet chronotrope positif du hNPY par la nifedipine 2x10-5 M. (B) 
L'addition du hNPY (10-10 M) augmente de façon significative la fréquence de 
l'augmentation transitoire calcique durant la contraction spontanée des cellules 
cardiaques isolées d'embryon de poulet de 10 jours. L'ajout de la nifedipine (10-5 
M) bloque complètement la fréquence de l'augmentation transitoire du calcium. 
(C) Le BIBP3226 (10-6 M), un antagoniste sélectif des récepteurs Y1 et renverse 
l'effet du hNPY (10-10 M) sur 1 'augmentation de la fréquence transitoire du 
calcium durant la contraction spontanée des cardiomyocytes. 
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dégradation protéique, une augmentation de la synthèse protéique et de la masse 
d' ARN et l'activation d'enzymes comme la créatinine kinase au niveau cardiaque 
(MILLAR et al., 1994). Tous ces effets portent donc l'empreinte d'une 
hypertrophie du myocarde. L'identification de cet effet du NPY semble être 
particulièrement intéressante, vu que la concentration du NPY augmente chez les 
patients souffrant d'une hypertrophie du myocarde ou d'une insuffisance 
cardiaque (HULTING et al., 1990; WESTFALL et al., 1990). En 1998, 
GOLDBERG et ses collaborateurs ont démontré que les mécanismes qui sont à la 
base de cet effet impliquent, d'une part, l'activation d'une protéine G sensible à la 
toxine de pertussis (PTX), et d'autre part, l'activation de la voie de la protéine 
kinase C (PKC) et subséquemment, la voie des MAP kinases (GOLDBERG et al., 
1998). Leurs résultats ont démontré que le NPY, à une concentration de 100 nM, 
induit une augmentation de 34% de la synthèse protéique et de 18% de la masse 
d' ARN et que cet effet est inhibé en présence de l µg/ml de PTX. De plus, 
les auteurs ont étudié la voie de signalisation intracellulaire menant à 
l'hypertrophie des cardiomyocytes suite à l'activation d'une protéine G sensible 
au PTX par le NPY. Leurs résultats ont démontré que le NPY active la voie de la 
PB-kinase; l'inhibition de cette voie par la wortmannin bloque l'effet du NPY sur 
la synthèse protéique et suggère donc que la PB-kinase est une étape 
intermédiaire dans cette voie de signalisation. Par la suite, les auteurs ont étudié 
l'effet du NPY sur la p7086k, une protéine en amont de la PB-kinase. L'ajout de la 
rapamycine, un bloqueur spécifique de la p7086\ réduit l'effet stimulateur du NPY 
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sur la synthèse protéique. L'augmentation de la masse d'ARN suite à la 
stimulation avec le NPY ne semble pas être strictement dépendante de la voie 
PB-kinase/ p7086k. Cependant, l'inhibition de cette voie diminue l'effet du NPY 
sur la synthèse protéique. D'autres part, les auteurs ont rapporté que le NPY peut 
activer certaines isoformes de la PKC qui vont induire la formation d'une forme 
fœtale de créatinine kinase (CK-BB) par une voie MAP kinase dépendante. Il est 
à noter que l'induction de la CK-BB est caractéristique d'une hypertrophie du 
myocarde (SMITH et al., 1990) 
1.2.8.2. Effets sur le muscle lisse vasculaire. 
Le NPY est reconnu comme étant un agent vasoconstricteur puissant dans 
la majorité des lits vasculaires (ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1998). Il a été 
rapporté qu'une administration intraveineuse de NPY induit une vasoconstriction 
soutenue suivie d'une augmentation de la pression sanguine (ZUKOWSKA-
GROJEC et WAHLESTEDT, 1993; MACLEAN et HILEY, 1990). Il a également 
été démontré que le NPY possède deux actions principales sur le muscle lisse 
vasculaire. Dans certains tissus vasculaires, il induit une vasoconstriction ( e.g., 
dans le rein de rat) (ENTZEROTH et al., 1994; DOODS et al., 1995), tandis que 
dans d'autres, il est seulement capable de potentialiser l'effet d'autres agents 
vasoactifs (e.g., au niveau de l'artère mésentérique de rat) (EDVINSSON et al., 
1984; GRUNDEMAR et al., 1992; McAULEY et WESTFALL, 1992). Dans ces 
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préparations, il a été démontré que l'ajout de BIBP3226 (antagoniste sélectif des 
récepteurs Y1) inhibe d'une façon dose-dépendante l'effet du NPY sur le muscle 
lisse vasculaire (DOODS et al., 1995; ABOUNADER et al., 1995), suggérant 
l'implication des récepteurs Y1 dans cet effet. D'autres études ont démontré la 
présence des récepteurs Y2 dans certains lits vasculaires (ZUKOWSKA-GROJEC 
et WAHLESTEDT, 1993; DUMONT et al., 1991; ZUKOWSKA-GROJEC et al., 
1998). Cependant, la présence des récepteurs Y4 et Ys au niveau des vaisseaux 
sanguins reste à être démontré (ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1998). 
Plusieurs études ont démontré que l'effet vasoconstricteur du NPY est 
atténué par les bloqueurs des canaux calciques ou la diminution de la 
concentration du calcium extracellulaire par l'EGTA (chélateur du calcium), ce 
qui indique que l'augmentation du Ca2+ dans les cellules du muscle lisse 
vasculaire est due à l'influx calcique à travers la membrane de surface 
(EDVINSSON et al., 1983; AIZA WA et al., 1989; MlliARA et al., 1990). 
Récemment, nous avons démontré que le NPY induit une augmentation de 
[Ca2+]c et [Ca2+]n dans les cellules isolées du muscle lisse aortique humain, avec 
un EC50 de l'ordre de 10-9 M, aussi bien dans le cytosol que dans le noyau 
(JACQUES et al., 2000a). Nous avons suggéré que cette augmentation est due à 
l'influx calcique à travers la membrane de surface, via l'activation des canaux 
calciques de type R. Nos résultats montrent aussi que le NPY induit une 
augmentation soutenue de [Ca2+]c et [Ca2+]n. et que cet effet est partiellement 
bloqué par le BIBP3226, montrant que les récepteurs Y1 sont impliqués en partie 
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dans l'augmentation de [Ca2+]c et [Ca2+]n- Ces résultats suggérent que d'autres 
types de récepteurs peuvent être impliqués dans cet effet, tels les récepteurs Y 2 et 
Y5 (JACQUES et al., 2000a) (figure 11). 
Des études récentes ont démontré que le NPY exerce d'autres effets 
importants sur les vaisseaux sanguins (SHIEGERI et al., 1993; ZUKOWSKA-
GROJEC et WAHLESTEDT, 1993; ERLINGE et al., 1994; ZUKOWSKA-
GROJEC et al., 1998). Chez le rat, l'homme et le porc, il a été rapporté que le 
NPY stimule la synthèse de l' ADN et la prolifération cellulaire et ceci à des 
concentrations plus faibles que celles nécessaires pour induire une 
vasoconstriction (SHIEGERI et al., 1993; ZUKOWSKA-GROJEC et 
WAHLESTEDT, 1993; ERLINGE et al., 1994; ZUKOWSKA-GROJEC et al., 
1998). ZUKOWSKA-GROJEC et W AHLESTEDT (1993) ont suggéré que l'effet 
mitogène du NPY est médié via les récepteurs Y 1. Cependant, des études plus 
récentes ont démontré que l'effet mitogène du NPY sur les cellules vasculaires 
aortiques isolées de rat est biphasique avec un premier pic à une concentration de 
NPY de 1 pM, et le second à une concentration de NPY entre 10 et 1 OO nM. Les 
auteurs ont démontré que le premier pic de l'effet mitogène du NPY est mimé par 
l'agoniste du récepteur Y2, le NPY3_3fo et est bloqué par l'antagoniste du récepteur 
Y2, le T4-[NPY3_36]4 , tandis que deuxième pic est mimé par l'agoniste du 
récepteur Y1, le [Leu31 , Pro34]NPY et est partiellement bloqué par le BIBP3226, 




Effet du hNPY sur les cellules isolées du muscle lisse aortique 
(A) Reconstruction en 3-D d'une cellule du muscle lisse aortique visualisée par 
microscopie confocale, avant (a) et après l'administration de différentes 
concentrations de hNPY (b à e) et marquage nucléaire avec le Syto 11 (f). Le 
hNPY induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n qui est plus 
élevée au niveau nucléaire qu'au niveau du cytosol. L'échelle de pseudo-couleur 
allant de 0 à 255 représente le niveau de l'intensité de fluorescence du complexe 
ca2+/Fluo-3. En f, les couleurs n'ont aucune signification et l'échelle de grandeur 
(blanche) équivaut à 5µm. (B) Le hNPY induit une augmentation dose-. ~ ~ dependante du [Ca]c et [Ca]n avec un EC50 de 1.6 x 10 M et 2.6 x 10 M, 
respectivement. (C) Le BIBP3226 (10-6 M), un antagoniste sélectif des récepteurs 
YJ> bloque partiellement l'augmentation du [Ca]c et [Ca]n induite par le hNPY 
(10-7 M) au niveau des cellules isolées du muscle lisse aortique humain. 
Modifié de JACQUES et al., 2000a. 
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effet mitogène du NPY est bloqué par le vérapamil et la nifédipine (deux 
bloqueurs des canaux calciques de type L) suggérant que cet effet nécessite un 
influx calcique à travers la membrane de surface via l'activation des canaux 
calcique de type L. De plus, les auteurs ont rapporté que l'effet mitogène du NPY 
est dû à l'activation de la voie p42/p44 MAPK (ZUKOWSKA-GROJEC et al., 
1998). 
1.2.8.3. Effet sur l'endothélium vasculaire. 
Les effets du NPY sur le système cardiovasculaire ont surtout été étudiés 
au niveau du muscle cardiaque et du muscle lisse vasculaire. Cependant, son effet 
sur l'endothélium est relativement peu documenté. Récemment, ZUKOWSKA-
GROJEC et ses collaborateurs (1998a) ont démontré que le NPY a un effet 
angiogène sur les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine 
(HUVEC). Leurs résultats ont démontré que de faibles concentrations de NPY 
induisent la formation de nouveaux vaisseaux, l'adhésion, la migration, la 
prolifération et la formation des tubes capillaires par les HUVECs. De plus, les 
auteurs ont remarqué que les récepteurs Y 1 et Y 2 sont exprimés d'une façon 
constitutive dans les HUVECs. Cependant, une fois que ces cellules sont mises en 
culture sur Matrigel, elles sur-expriment d'une façon similaire, les deux types de 
récepteurs et ce après 6 heures. Tandis que l'ARNm du récepteur Y2 reste élevé 
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pendant plus de 20 heures après la culture sur matrigel, l' ARNm du récepteur Y 1 
diminue pour atteindre un niveau basal après 20 heures. D'autre part, leurs 
résultats ont démontré que les cellules commencent à former des tubes capillaires 
6 heures après l'incubation avec le NPY et que cet effet se maintient pendant 20 
heures. En utilisant des agonistes et antagonistes des récepteurs Y 1 et Y 2, ils ont 
observé que les effets du NPY sur la prolifération cellulaire et la formation des 
tubes capillaires sont complètement mimés par le NPY 3_36 (agoniste du récepteur 
Y2) et partiellement par le [Leu31 , Pro34]NPY (agoniste du récepteur Y1). D'autre 
part, les effets du NPY et du NPY3_36 sont complètement bloqués par l'antagoniste 
sélectif du récepteur Y2, tandis que le BIBP3226 (antagoniste sélectif du récepteur 
Y 1) n'inhibe pas l'effet du NPY. En tenant compte de ces résultats, les auteurs ont 
suggéré qu'une activation séquentielle des récepteurs Y1 et Y2 est nécessaire pour 
stimuler l'effet angiogène du NPY. Ainsi, les événements précoces de la 
formation des vaisseaux (adhésion et migration) peuvent être dus à l'activation de 
ces deux types de récepteurs. Toutefois, l'effet angiogène dans les phases plus 
avancées de la formation des vaisseaux est dû à l'activation du récepteur Y 2 qui 
coïncide avec la prolifération et la formation des tubes capillaires. Cette 
hypothèse a été indirectement supportée par la présence du DPPIV dans les 
HUVECs. Cette enzyme est responsable du clivage du NPY en NPY 3_36 qui est 
reconnue comme un agoniste du récepteur Y2 et Y5 (ZUKOWSKA-GROJEC et 
al., 1998a). 
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1.3. Le calcium. 
Le calcium est le second messager le plus répandu dans les cellules 
eucaryotes (SCHWARTZ, 1989; SPEDDING et PAOLETTI, 1992) et joue un 
rôle critique dans la régulation des fonctions cellulaires (KATZ, 1969; CHO, 
1992). Celui-ci est essentiel au couplage excitation-contraction des cellules 
musculaires comme les CMLVs et les cardiomyocytes (BOLTON, 1979; 
BKAILY, 1994c; BKAILY et al., 1996, 1997, 2000) ainsi qu'au couplage 
excitation-sécrétion des cellules sécrétrices comme les cellules endothéliales (voir 
la revue de NILIUS et DROOGMANS, 2001). Il est généralement accepté que la 
synthèse et/ou la relâche des pro- et anticoagulants, des facteurs de croissances, et 
des composés vasoactifs par les cellules endothéliales vasculaires, dépendent ou 
peuvent être modulés par le changement de [Ca]i (BUSSE et al., 1991; CARTER 
et PEARSON, 1992; INAGAMI et al., 1995; NILIUS et CATEELS, 1994; 
NILIUS et al., 1997). Parmi les substances relâchées par les cellules endothéliales 
on peut distinguer celles qui sont produites "sur demande" comme le NO, la PGI2, 
le facteur activateur des plaquettes (PAF), et celles qui sont relâchées par 
exocytose à partir des granules de stockage comme le facteur de von Willebrand 
(vWF) et l'activateur tissulaire du plasminogène (tP A) (pour plus de détails voir 
la revue de NILIUS et DROOGMANS, 2001 ). Le relâchement de tous ces 
composés dépend de l'augmentation du [Ca]i. Par exemple, le NO est produit par 
la eNOS via l'activation d'une voie Ca2+/calmoduline (CaM) dépendante qui 
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nécessite un influx calcique à travers la membrane de surface (GRAIER et 
al., 1992; IOUZALEN et al.,1996; LANTOINE et al., 1998). À l'état de repos, la 
eNOS est inactive, et ceci est dû à sa liaison à la caveoline-1 (CA V-1) (PARTON, 
1996). L'augmentation du [Ca]i favorise la liaison de la eNOS à la CaM et sa 
dissociation de la CA V-1 et par conséquent, son activation et le relâchement du 
NO (pour revue, voir les articles de FERON et al., 1997; MICHEL et al., 1997; 
MICHEL et FERON, 1997; PRABHAKAR et al., 1998). De plus, la synthèse de 
la PGh nécessite une augmentation du [Ca]i et une phosphorylation de la 
phospholipase A1 (PLA2) (PATEL et al., 1996). L'augmentation du [Ca]i favorise 
la translocation de la PLA2 du cytosol aux phospholipides membranaires, surtout 
au niveau de la membrane de surface et de la membrane nucléaire. Cette 
translocation se produit grâce à un domaine de liaison au phospholipide présent à 
son extrémité NHi-terminale qui est Ca2+-dépendante (CLARK et al., 1995; 
FREARSON et al., 1995). D'autre part, plusieurs composés stockés dans des 
vésicules de sécrétion sont relâchés après la stimulation des cellules endothéliales 
comme par exemple le vWF (NILIUS et DROOGMANS, 2001). Ce facteur est 
stocké dans des vésicules de sécrétion, les corps de Weibel-Palade, et est relâché 
par un phénomène d'exocytose CaM-dépendant qui est déclenché par une 
augmentation du [Ca]i (BIRCH et al., 1992). En résumé, la production des 
composés vasoactifs "sur demande" et le relâchement des composés stockés dans 
des vésicules de sécrétion par exocytose, nécessitent une augmentation du [Ca]i 
soit par une relâche des réserves intracellulaires du calcium ou soit par un influx 
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calcique à travers la membrane de surface via l'activation des canaux calciques. 
Pour plus de détails concernant le rôle du calcium dans la synthèse et la relâche 
des composés vasoactifs, le lecteur est référé à la revue de NILIUS et 
DROOGMANS (2001). 
1.3.1. Les canaux calciques dépendants du voltage. 
La principale voie d'entrée du calcium dans la cellule se fait via les canaux 
calciques membranaires qui sont normalement à l'état fermé. Suite à une 
stimulation, les canaux s'ouvrent et le calcium entre dans la cellule. La littérature 
rapporte actuellement l'existence de six types de canaux calciques, soient les 
canaux calciques de type P/Q, N, R (résistant: aux bloqueurs des canaux calciques 
connus), L, Tet R (repos) (BKAILY et al., 1992, 1993, 1997; TRIGGLE, 1999; 
FISHER et BOURQUE, 2001). 
Tous ces canaux se distinguent par leurs caractéristiques d'ouverture et de 
fermeture ainsi que par leurs seuils d'activation et leurs distributions dans les 
tissus (DAS, 1988; ROSEY et LAZDUNSKI 1988; SPEDDING et PAOLETTI 
1992; BKAILY et al., 1992, 1993, 1997; TRIGGLE, 1999; FISHER et 
BOURQUE, 2001). 
Les canaux de type P/Q s'activent à partir d'un seuil près de -40mV et 
possèdent une conductance de 10 à 12 pS (LLINAS et al., 1989; REGAN et al., 
1991 ). Ces canaux semblent constituer la majorité des canaux calciques au niveau 
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du cerveau où ils sont responsables, dans certaines régions, de la libération de 
neurotransmetteurs (HILLMAN et al., 1991). Les canaux calciques de type N 
s'activent à partir d'un voltage de -30 mV. Ces canaux ont une conductance de 12 
à 20 pS et ils produisent un courant moyen intermittent (WILLIAMS et al., 1992; 
FUJITA et al., 1993). Ils sont principalement exprimés dans les neurones et 
jouent un rôle important dans la libération de neurotransmetteurs (CATTERALL 
et STRIESSNIG, 1992). Les canaux calciques de type R (résistants) s'activent à 
partir d'un voltage de -30 mV et possèdent une conductance de 15 pS (pour plus 
de détails voir la revue de TRIGGLE, 1999 et de FISHER et BOURQUE, 2001). 
Ces canaux sont aussi présents au niveau du cerveau (T AKAHASHI et 
MOMIYAMA, 1993; REGEHR et MINTZ, 1994; WHEELER et al., 1994; WU 
et SAGGAU, 1994; MINTZ et al., 1995) et jouent également un rôle dans la 
libération de neurotransmetteurs (QIAN et al., 1997; JUN et al., 1999). 
Les canaux calciques de type L et T sont présents dans les cellules 
cardiaques (FOX et al., 1987). Les canaux calciques de type L possèdent un seuil 
d'activation élevé (~ -30 mV en présence de 10 mM Ca2+) et conduisent un 
courant lent ayant une large conductance unitaire (25 pS en 110 mM Ba2+) 
(NOWYCKY et al., 1985). Les canaux calciques de type T peuvent être activés 
par de faibles dépolarisations ( ~ -70 m V en présence de 110 mM Ca2+) et 
possèdent une petite conductance unitaire (8 pS en 110 mM Ba2+) (NOWYCKY 
et al., 1985; MITRA et MORAD, 1986). Si on les compare au type L, le courant 
calcique de type T s'active et s'inactive relativement rapidement à partir d'un 
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potentiel de membrane plus négatif. L'inactivation des canaux calciques de type L 
est dépendante du calcium intracellulaire tandis que pour les canaux de type T, 
elle est dépendante du voltage (FOX et al., 1987; BKAILY, 1994). 
Dans les cellules endothéliales, il ne semble pas exister de canaux 
calciques de type P, N, Q, R (résistant), Lou T (TAKEDA et al., 1987; NILIUS et 
RIEMANN, 1990; TAKEDA et KLEPPER, 1990). Cependant, il a été rapporté la 
présence des canaux calciques de type R (repos) dans ces cellules (BKAILY et 
al., 1992, 1993, 1997a). L'existence de ces canaux calciques a été initialement 
suggérée par BAKER et al. (1971) qui a montré que ce type de canal permettait 
l'entrée passive de Ca2+ dans la cellule pendant une dépolarisation membranaire 
de longue durée. Ils furent également nommés canaux calciques du potentiel de 
repos (R) par DIPOLO en 1979. Contrairement aux autres types de canaux 
calciques dépendants du voltage, les canaux calciques de type R n'ont pas de 
porte d'inactivation (DIPOLO, 1979; BKAILY, 1991; BKAILY et al., 1997). Ces 
canaux sont activés lors d'une dépolarisation soutenue de la membrane cellulaire 
et possèdent une conductance de 24 pS (BK.AIL Y, 1991; BK.AIL Y et al., 1997). 
Dans les cellules du muscle lisse vasculaire, une dépolarisation soutenue 
de la membrane produit une augmentation transitoire rapide de calcium 
intracellulaire qui est suivie par une phase soutenue (BK.AIL Y et al., 1992). La 
première phase est abolie par les bloqueurs des canaux calciques de type L 
comme la nifédipine et de type L et R comme l'isradipine (BKAILY et al., 
1992). Cependant, la phase soutenue est insensible à la nifédipine, à la cafféine 
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ainsi qu'à d'autres bloqueurs calciques, mais est sensible à l'isradipine et à 
l'EGTA, un chélateur de calcium (BKAILY, 1991; BKAILY et al., 1992). Les 
canaux calciques de type R sont responsables des augmentations soutenues de 
calcium durant la contraction soutenue du muscle lisse vasculaire par différents 
agents vasoactifs et proinflammatoires comme le PAF, l'endothéline-1 ainsi que 
l'insuline (BKAILY et al., 1992, 1993; BKAILY, 1994a et 1994b; TAOUDI-
BENCHECROUN et al., 1995). De plus, l'influx de calcium via les canaux 
calciques de type R est principalement responsable du maintien de la 
concentration de calcium intracellulaire normale physiologique et du tonus de 
base du muscle lisse vasculaire (BKAILY et al., 1991). Il a été également 
rapporté que ces canaux semblent être impliqués dans des phénomènes de 
sécrétion basale de l'endothélium vasculaire (BKAILY et al., 1992, 1993, 1997a). 
1.4. Hypothèse et objectifs de travail. 
Le NPY est un des peptides les plus abondants identifiés jusqu'à présent 
chez les mammifères. Sa structure est bien conservée au cours de l'évolution 
suggérant des rôles importants dans les processus physiologiques et 
pathophysiologiques. Le NPY médie ses effets via l'activation d'au moins cinq 
types de récepteurs désignés Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6· Au niveau du système 
cardiovasculaire, la majorité des travaux effectués traitent de l'effet du NPY sur le 
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muscle cardiaque, le muscle lisse vasculaire et l'endothélium vasculaire. De plus, 
ces travaux ont démontré que le récepteur Y 1 joue un rôle majeur dans ces tissus. 
Cependant, aucune étude n'a démontré l'effet du NPY sur l'EE qui tapisse les 
cavités cardiaques et qui joue un rôle très important dans la régulation de la 
fonction cardiaque. Dans certaines conditions, le NPY est secrété dans la 
circulation en tant qu'hormone adréno-médullaire. De plus, des études récentes 
montrent la présence du NPY au niveau des cellules endothéliales de la veine 
ombilicale humaine. Aucune étude n'a démontré la présence du NPY et de ses 
récepteurs au niveau de l 'EE qui est sujet non seulement au relâchement neuronal 
local du NPY mais également au NPY circulant et possiblement au NPY relâché 
par les CEEs elles-même. Dans notre laboratoire, nous avons développé des 
cultures primaires de cellules endothéliales endocardiques isolées à partir du 
ventricule gauche et droit du cœur fœtal humain âgé de 13, 17 et 20 semaines et 
de rat adulte. Le but de cette thèse est de tester l'hypothèse selon laquelle le NPY 
et le récepteur Y 1 apparaissent graduellement au cours du développement fœtal 
humain de l'EE. De plus, il est postulé que la densité du NPY et du récepteur Y1 
au niveau des CEEs peut changer en fonction de l'âge et selon leur origine 
anatomique i.e des CEEs isolées à partir du ventricule gauche (CEEGs) ou du 
ventricule droit (CEEDs). De plus, la stimulation des récepteurs au NPY peut 
moduler la réponse du [Ca]c et [Ca]n induite par le NPY au niveau des CEEGs et 
des CEEDs et finalement, l'augmentation du [Ca]i dans les CEEs peut induire la 
sécrétion du NPY dans le milieu extracellulaire, où il peut agir d'une façon 
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autocrine et paracrine. Afin de tester ces hypothèses, nous proposons de répondre 
aux questions suivantes: 
1- Est-ce que les cellules endothéliales endocardiques possèdent des récepteurs au 
NPY? 
2- Est-ce que ces récepteurs sont localisés préférentiellement sur la membrane de 
surface et/ou nucléaire? 
3- Est-ce que les cellules endothéliales endocardiques contiennent du NPY? 
4- Est-ce que le NPY et le récepteur Y 1 apparaissent de façon graduelle au cours 
du développement fœtal des CEEs ? 
5- Est-ce qu'il existe une différence entre les CEEGs et les CEEDs en terme de 
densité et de distribution du NPY et du récepteur Yi? 
6- Est-ce que la stimulation des récepteurs au NPY module le [Ca]c et [Ca]n au 
niveau des CEEGs et des CEEDs? 
7- Est-ce que les CEEs sont capable de sécréter le NPY suite à une augmentation 
du [Ca]i? 
Afin de répondre à ces questions nous avons utilisé des CEEs isolées à 
partir des ventricules gauches et droits des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 
et 20 semaines. Les techniques utilisées sont l'immunofluorescence indirecte et la 
méthode de mesure du [Ca]c et [Ca]n en utilisant la sonde calcique le Fluo-3/AM, 
ainsi que l'imagerie tridimentionnelle générée par la microscopie confocale. 
Finalement, nous avons utilisé la technique de radioimmunodosage (RIA). 
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II. MATERIEL ET MÉTHODES 
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2.1. Isolation et culture des cellules endothéliales endocardiques isolées des 
cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines ainsi que de rats adultes. 
Les cellules endothéliales endocardiques sont isolées à partir du ventricule 
droit et gauche (CEEDs et CEEGs, respectivement) du cœur fœtal humain à 
différents stades de développement et de rat adulte en utilisant la trypsine et des 
méthodes mécaniques (BKAILY et al., 1997; JACQUES et al., 2000). La 
procédure est en accord avec les recommandations du comité d'éthique 
concernant l'utilisation des matériaux humains. 
Les cœurs fœtaux humains sont prélevés dans des conditions aseptiques. 
Ils sont immédiatement déposés dans un bécher contenant une solution stérile de 
S-MEM (Milieu Essentiel Minimal de Suspension) ayant la composition suivante: 
NaCl (120 mM), KCl (5 mM), MgS04 (0.8 mM), NaH2P04 (10 mM)) (Gibco 
BRL; Burlington, Ont.) et supplémentée de Penicilline-G-Potassium (Ayerst; 
Montréal, QC). Par la suite, les ventricules sont disséqués et nettoyés du sang 
avec du milieu M199 (Gibco BRL, Burlington, Ont.) stérile, contenant de la 
Pénicilline et de la Streptomycine (Gibco BRL; Burlington, Ont.). Afin d'isoler 
les CEEDs et les CEEGs, les ventricules ouverts sont placés dans un pétri de 
culture avec leur face luminale dirigée vers le haut, et sont par la suite exposés à 
la trypsine (0.05%) (Whittaker; Walkerville, MD) pour 5 minutes. L'endothélium 
endocardique des deux côtés ventriculaires est ensuite gratté délicatement avec la 
lame d'un scalpel. Les cellules grattées sont lavées avec du milieu M199 (Gibco 
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BRL; Burlington, Ont) supplémenté de 10% FBS (sérum bovin fœtal) {Gibco 
BRL, Burlington, Ont}. Après une centrifugation de 10 min à 1000 rpm 
(révolution par min), le milieu de culture est éliminé et le culot de cellules est 
suspendu dans un milieu M199 supplémenté de FBS (10%). Par la suite, les 
cellules sont dispersées dans des pétris. Pour les études sur des cellules 
fraîchement isolées, les cellules sont cultivées sur des lamelles de verre de 25 mm 
de diamètre disposées dans de boîtes de pétris de 35 mm de diamètre, ou bien 
directement dans des boîtes de pétris de 100 mm (BKAILY et al.,1992), et elles 
sont incubées à 37°C en présence de 5% C02• Pour produire des cultures 
cellulaires primaires, les CEEDs et les CEEGs, sont cultivées dans des flacons de 
culture (GibcoBRL, Burlington, Ont) et incubées comme ci-haut mentionné. À 
confluence, les cellules sont détachées par trypsinisation et recultivées dans du 
milieu M199 supplémenté de FBS (10%) (BKAILY et al., 1997; JACQUES et 
al., 2000). 
Une vérification de la qualité et de la pureté des CEEDs et des CEEGs est 
faite en utilisant une sonde fluorescente, "Lectin Ulex Europeans Agglutinin" 
conjugué au FITC (6µ,g/ml pour 2 heures à la température de la pièce; Sigma, St-
Louis, MO). Cette sonde lie les résidus a-fucose à la surface des cellules 
endothéliales (BKAILY et al., 1997; JACQUES et al., 2000). Les CEEDs et 
CEEGs se caractérisent par la présence d'un réticulum endoplasmique bien 
développé et d'un grand nombre de mitochondries qui entourent un large noyau 
(BKAILY et al.,1999; JACQUES et al., 2000). Ces cellules possèdent aussi un 
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canal calcique de type R (repos) fonctionnel, insensible à la nifédipine mais 
sensible à l'isradipine (JACQUES et al., 2000). 
2.2. Chargement des cellules avec des sondes fluorescentes. 
2.2.1. La sonde calcique, le Fluo-3. 
Les cellules sont mises en culture sur des lamelles de verre de 25 mm de 
diamètre. Les cellules sont lavées trois fois avec 2 ml d'une solution de Tyrode 
ayant comme composition 5 mM HEPES, 136 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM 
MgCh, 1.9 mM CaCh, 5 mM Hepes, 5.6 mM glucose, pH 7.4 ajusté avec du Tris 
base, le tout supplémenté de 0.1 % de BSA (albumine de sérum bovin; Sigma, St 
Louis, MO). L' osmolarité de la solution de Tyrode avec ou sans BSA est ajustée 
à 310 müsm avec du sucrose à l'aide d'un osmomètre (Advanced Instruments 
Inc., MA). 
La sonde calcique, le Fluo-3/AM (Molecular Probes, Eugene, OR), est 
diluée dans une solution de Tyrode contenant du BSA à partir d'une solution 
stock congelée de 1 mM dans du DMSO (diméthyl sulfoxyde); la concentration 
finale de la sonde étant de 13 µM (BKAILY et al., 1997). Les cellules sont 
incubées, suivant la méthode de la lamelle renversée, dans 1 OO µl de sonde diluée 
placée sur une plaque de verre enveloppée de parafilm pendant 45 min. 
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L'incubation se fait à l'abri de la lumière dans un environnement humide afin de 
minimiser l'évaporation (BKAILY et al., 1997; JACQUES et al., 2000). 
Après la période d'incubation, les cellules sont lavées deux fois avec la solution 
Tyrode-BSA et par la suite deux fois avec la solution Tyrode seule. Les cellules 
chargées sont ensuite laissées dans le milieu Tyrode pour 15 min afin d'assurer 
l'hydrolyse totale des groupements acétoxyméthyl esters et de se débarrasser 
ainsi, de la forme non-hydrolysée de la sonde calcique (forme AM du Fluo-3) 
(BKAILY et al.,1997; JACQUES et al., 2000). 
2.2.2. La sonde fluorescente pour identifier le réticulum endoplasmique, le 
DiOC6. 
Le réticulum endoplasmique (RE) des CEEDs et des CEEGs isolées est 
visualisé avec la sonde :fluorescente des chaînes courte de carbocyanine, le Di0C6 
(3 ,3 '-dihexyloxacarbocyanine iodide) (Molecular Probes, Eugene, OR). Les 
cellules sont mises en culture sur des lamelles de verre de 25 mm de diamètre qui 
conviennent à leur montage dans une chambre d'expérimentation (BKAILY et 
al.,1997;1999). 
Le DiOC6 est préparé à partir d'une solution stock congelée de 10 mM 
dans du DMSO. Par la suite, la sonde est diluée dans une solution Tyrode 
contenant du BSA afin d'obtenir une concentration finale de 50 nM. Le marquage 
du RE par le DiOC6 est suivi par un marquage du noyau avec le marqueur des 
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acides nucléiques, le Syto 11 (Molecular Probes, Eugene, OR). Cette technique de 
double marquage permet la localisation simultanée des deux organelles (BKAILY 
et al.,1997;1999). 
2.2.3. La sonde fluorescente pour identifier les mitochondries, le 
MitoFluor/ AM. 
Les mitochondries des CEEDs et des CEEGs sont marquées avec le 
MitoFluor/ AM (Molecular Probes, Eugene, OR), une sonde cationique attirée par 
le potentiel membranaire hautement négatif de ces organelles. Le MitoFluor/ AM 
est diluée dans une solution Tyrode contenant du BSA à partir d'une solution 
stock de 1 mM dans du DMSO; la concentration finale étant de 50 à 1 OO nM. 
L'incubation est faite directement dans une chambre contenant 1 ml d'une 
solution Tyrode, à la température de la pièce et à l'abri de la lumière (BK.AIL Y et 
al.,1997; 1999). Après 5 min d'incubation avec le MitoFluor, le marquage des 
mitochondries est visualisé à l'aide de la microscopie confocale. Comme pour le 
RE, le marquage des mitochondries est suivi par un marquage du noyau avec le 
Sytol 1. 
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2.2.4. La sonde fluorescente PYY couplée à la fluorescéine (FITC). 
Les récepteurs au NPY de la membrane plasmique des cellules 
endothéliales endocardiques sont marqués à l'aide d'une sonde fluorescente 
développée dans notre laboratoire, le PYY couplé au FITC (PYY-FITC) 
(BKAIL Y et al., 1999). 
Les cellules sont mises en culture sur des lamelles de 25 mm de diamètre 
qui conviennent à leur montage dans une chambre d'expérimentation. La sonde 
est ajoutée directement dans la chambre contenant 1 ml d'une solution Tyrode à 
une concentration finale de 10-7 M. Après 30 min d'incubation avec la sonde, le 
marquage du PYY est visualisé à l'aide de la microscopie confocale. Un contrôle 
négatif est réalisé en pré-incubant les cellules avec du PYY froid (non-conjugué 
au FITC) à une concentration de 10-5 M en présence de la sonde fluorescente, le 
PYY-FITC. Le Sytol 1 est ajouté à la fin des expériences afin de marquer le 
noyau. 
2.3. Microscopie confocale. 
La microscopie confocale offre plusieurs avantages par rapport à d'autres 
systèmes de fluorescence. En effet, elle permet entre autres, la génération 
d'images optiques sériées par élimination de la lumière hors foyer, ce qui n'est 
pas possible dans les études conventionnelles de fluorescence (NIGGLI et 
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LEDERER, 1991; LIPP et NIGGLI, 1993; BKAILY et al., 1994; 1997; NIGGLI 
et al., 1994). Grâce à un système d'ouverture confocale situé devant le détecteur 
de fluorescence, il est possible d'obtenir des sections optiques le long de l'axe 
vertical des cellules. Ces coupes servent, par la suite, à l'analyse des différentes 
couches de la cellule, et donc, à la reconstruction et la visualisation du matériel 
étudié en trois dimensions. 
2.3.1. Principe de base. 
Dans le système confocal, la lentille du microscope dirige le faisceau de 
lumière laser vers un point donné de l'échantillon, appelé le point focal (figure 
12). La lumière émise (ou réfléchie) par ce point reprend le même chemin à 
travers le microscope. Les compartiments optiques du microscope focalisent la 
lumière de ce point vers un deuxième point, appelé le point confocal. Un système 
de volets ou ouvertures, positionnés au point confocal, ne laisse passer que la 
lumière provenant du point focal de se rendre au détecteur. Toute lumière 
incidente provenant de points au-dessus ou en-dessous du plan focal, et par 
conséquent hors foyer, est éliminée par l'ouverture confocale (Manuel 
d'utilisation du microscope Multi probe 2001). 
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Figure 12 Le point focal et le point confocal dans le système de la 
microscopie confocale. 
Dans le système de la microscopie confocale, la lumière d'excitation venant du 
laser passe par un séparateur primaire et converge par les lentilles du microscope 
au point focal de l'échantillon. Une faible quantité de lumière du laser converge 
sur d'autres points du plan focal. La fluorescence provenant de l'échantillon 
repasse par le séparateur primaire afin de séparer la fluorescence émise de celle 
qui est reflétée. La fluorescence émise est convergée par la lentille achromatique 
au point confocal et est enregistrée par le détecteur. Tout rayon frappant 
l'ouverture à des points autres que le point confocal n'est pas détecté. 
(modifié du manuel d'utilisation du microscope Mufti Probe 2001). 
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2.3.2. Balayage des cellules. 
Les cellules chargées sont examinées à l'aide d'un système de microscopie 
confocale Multi Probe 2001 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) muni d'un 
laser à argon équipé d'un microscope à épifluorescence à phase inverse (Diaphot 
Nikon) et d'un objectif achromat (Nikon Oil Plan) de 60 X. 
Le laser d'argon (9.0 mV), à la longueur d'onde d'excitation de 488 nm, 
est dirigé sur l'échantillon via un filtre dichroïque primaire de 510 nm et est 
atténué avec un filtre de densité neutre de 1-3% afin de réduire la défluorescence. 
L'ouverture confocale est de 1 OO µm. 
Pour toutes les expériences, la résolution des images est de 512 x 512 
pixels avec une taille de pixel égale à 0.34 µm. L'intensité du laser, l'acquisition 
photométrique, la configuration du PMT (multiplicateur de photons) et les filtres 
sont maintenus constants durant les procédures expérimentales (figure 13). Les 
cellules sont balayées le long de l'axe Z par sections sériées pour permettre la 
reconstruction tridimensionnelle et la prise de mesures du niveau basal de 
l'intensité de fluorescence ainsi que de la réponse cellulaire suite à l'ajout de 
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2.4. Marquage du noyau. 
À la fin de chaque expérience le noyau est marqué avec le Syto-11, un 
marqueur des acides nucléiques (Molecular Probes, Eugene, OR), à une 
concentration de 1 OO nM. Les cellules sont balayées par sections sériées 
immédiatement après le développement du marquage (8-10 min). La position, le 
nombre de sections ainsi que l'incrément entre ces dernières sont maintenus 
identiques à ceux utilisés lors de la :fluorescence calcique. Une reconstruction en 
trois dimensions du noyau est réalisée afin de délimiter le calcium nucléaire du 
calcium cytosolique (BKAILY et al., 1997). 
Les images balayées sont transférées à une station d'analyse Indy de 
Silicon Graphies équipée d'un logiciel d'analyse et de reconstruction 
"Imagespace" de Molecular Dynamics. La reconstruction des images en 3D est 
présentée en projections d'intensité maximale générant une série d'images 
montrant l'intensité maximale des unités voxels (BKAILY et al., 1997). 
Les images des cellules chargées au Fluo-3, sont représentées en pseudo-
couleur suivant une échelle d'intensité allant de 0 à 255 où le noir indique 
l'intensité zéro et le blanc l'intensité maximale. Les mesures de calcium dans le 
noyau sont effectuées sur des images individuelles et sur des reconstructions en 
3D (sections sériées). La région du noyau, marquée au Syto-11, est isolée du 
reste de la cellule en fixant un seuil inférieur d'intensité afin de délimiter les 
pixels de cet espace. 
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Une série d'images binaires du volume nucléaire est générée en 3D pour chaque 
cellule en utilisant les mêmes paramètres pour les positions x, y, et z que ceux 
utilisés pendant les mesures calciques. En appliquant ces images binaires aux 
cellules chargées avec la sonde calcique, une nouvelle projection en 3D est créée 
montrant les niveaux d'intensité de fluorescence exclusivement dans le noyau 
(BKAILY et al., 1996; 1997). 
En isolant le noyau de la région cytosolique environnante, il est donc 
possible de mesurer les valeurs d'intensité moyenne du volume nucléaire en 
éliminant toute contribution possible du calcium périnucléaire. 
2.5. Marquage par immunofluorescence. 
2.5.1. Marquage du NPY. 
L'immunofluorescence indirecte et un anticorps spécifique dirigé contre 
le NPY humain sont utilisés afin de marquer le NPY au niveau des CEEDs et des 
CEEGs. Cet anticorps nous a été généreusement fourni par le docteur Georges 
Pelletier (Centre de Recherches en Endocrinologie Moléculaire, Centre hospitalier 
universitaire de Québec, Québec, Canada) et est utilisé à une dilution de 1 :2000. 
L'anticorps secondaire utilisé est un anti-IgG de lapin conjugué à la fluorescéine 
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(FITC) (Boheringer Mannheim; Mannheim, Allemagne) et ce dernier est utilisé à 
une dilution de 1 :2000. 
Pour déterminer la spécificité de l'immunoréactivité obtenue, des 
contrôles négatifs sont réalisés en préabsorbant du hNPY froid, à une 
concentration de 10-5 M, avec l'anticorps primaire. Le hNPY est généreusement 
fournit par le Dr Alain Fournier (INRS-Santé Université de Québec, Pointe-
Claire, Québec, Canada). 
2.5.2. Prétraitement des cellules avec une haute concentration de KCI. 
Il a été rapporté que l'ajout d'une concentration élevée du KCl 
extracellulaire induit une dépolarisation soutenue de la membrane de surface des 
cellules endothéliales. Cette dépolarisation engendre une augmentation soutenue 
de la concentration du calcium cytosolique et nucléaire et ce via la stimulation des 
canaux calciques dépendant du voltage de type R (BKAILY et al., 1997; 
JACQUES et al., 2000). 
Afin d'étudier l'effet de cette augmentation du calcium intracellulaire sur 
la mobilisation du NPY intracellulaire, la concentration du potasium 
extracellulaire ([K] 0 ) des CEEDs et des CEEGs en culture est augmentée de 5 à 
30 rnM KCl pendant 5, 10, 20, 30 et 60 min à 37°C. Par la suite, les cellules sont 
fixées avec 4% parafonnaldéhyde. La mobilisation du NPY intracellulaire est 
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déterminée par immunofluorescence indirecte et visualisée à l'aide de la 
microscopie confocale. 
2.5.3. Marquage du récepteur Y1• 
La localisation ainsi que la distribution des récepteurs Y 1 dans les CEEDs 
et les CEEGs, sont réalisées en utilisant la technique d'immunofluorescence 
indirecte et un anticorps polyclonal spécifique, dirigé contre les deuxièmes et 
troisièmes boucles extracellulaires du récepteur Y 1. Cet anticorps est utilisé à une 
dilution de 1 :2000. L'antisérum du récepteur Y1 nous est généreusement fournit 
par le Dr Annette G. Beck-Sickinger (Université de Leipzig, Leipzig, Allemagne). 
L'anticorps secondaire utilisé est un anti-IgG de poulet (Sigma; St Louis, MO) 
conjugué à la fluorescéine (FITC). Celui-ci est utilisé à une dilution de 1 :2000. 
2.5.4. Technique de l'immunofluorescence indirecte. 
La technique utilisée a été modifiée de BRISMAR et al. (1998). En bref, 
les CEEDs et les CEEGs mises en culture sur des lamelles de 25 mm, sont fixés 
pendant 10 min dans une solution de paraformaldéhyde 4% (Cedarlane; Homby, 
Ont) et sont ensuite lavés deux fois avec du PBS IX, pH 7.4. Les cellules à 
étudier sont ensuite incubées pendant l 0 min dans une solution de sodium 
borohydride (2mg/ml) (Sigma; St Louis, MO) afin de neutraliser les groupements 
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aldéhydes, et sont lavés deux fois pendant 5 mm avec du PBS. Afin de 
perméabiliser les cellules et de bloquer les sites de liaison non-spécifiques, les 
cellules sont incubées pendant 30 min à la température de la pièce dans une 
solution Triton 0.1 % contenant 7% de sérum normal de chèvre (NGS) (Sigma, St 
Louis, MO) et 5% de lait écrémé (Sigma; St Louis, MO). Par la suite, les cellules 
sont incubées avec l'anticorps primaire à 4 °C pendant toute la nuit dans une 
solution de Triton 0.1 % contenant 1.4 % de NGS et 1 % de lait écrémé. Les 
préparations sont ensuite lavées deux fois pendant 5 min avec du PBS et sont 
incubées pendant 1 heure, à la température de la pièce et à l'obscurité avec un 
anticorps secondaire fluorescent dans une solution de Triton 0.1 % contenant 1.4 
% de NGS et 1 % de lait écrémé (BRISMAR et al., 1998). Finalement, les 
cellules sont visualisées en utilisant la microscopie confocale. 
2.5.5. Visualisation et quantification du marquage par microscopie confocale. 
Pour la visualisation et la quantification de l'intensité de fluorescence par 
microscopie confocale, les cellules sont mises en culture sur des lamelles de 25 
mm de diamètre qui conviennent à la chambre d'expérimentation de 1 ml de 
solution tampon (PBS). Pour toutes les expériences, la résolution des images est 
de 512 x 512 pixels avec une taille de pixel égale à 0.34 µm. L'intensité du laser, 
l'acquisition photométrique, la configuration du PMT (multiplicateur de photons) 
et les filtres sont maintenus constants durant les procédures expérimentales. Les 
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échantillons sont balayés le long de l'axe Z par sections sériées pour permettre la 
reconstruction tridimensionnelle et la prise de mesures du niveau de l'intensité de 
fluorescence (BKAIL Y et al., 1997). 
Les paramètres utilisés pour la visualisation et la mesure de l'intensité de 
fluorescence de la sonde FITC en simple marquage par microscopie confocale 
sont les mêmes que les paramètres utilisés pour les mesures du Ca2+ avec le 
complexe Fluo-3-Ca2+. 
2.6. Dosage du neuropeptide Y. 
La concentration du NPY secrétée par les CEEDs et les CEEGs dans le 
milieu de culture, ainsi que la concentration du NPY dans le milieu intracellulaire, 
ont été déterminées à l'aide d'un essai radioimmunologique dosant le NPY (0-300 
pmole) (Alpco-diagnostics; Windham, NH). 
2.6.1. Préparation des échantillons. 
Les CEEDs et les CEEGs sont mises en culture dans des boîtes de pétri de 
100 mm de diamètre en présence de 5ml de milieu Ml99 supplémenté de 10% 
FBS. Une fois à confluence, le [K] 0 est augmentée de 5 à 30 mM KCl pendant 5, 
10, 20, 30 et 60 min à 3 7 °C; la haute concentration du KCI induit une 
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dépolarisation soutenue de la membrane de surface des cellules endothéliales 
suivi par une augmentation soutenue de la concentration du calcium cytosolique 
et nucléaire (BKAILY et al., 1997; JACQUES et al., 2000). Par la suite, 600 µ1 de 
milieu de culture est prélevé aux différents temps afin de doser la concentration 
du NPY secrétée dans le milieu extracellulaire. Afin de déterminer la 
concentration intracellulaire du NPY dans les CEEs, Les cellules sont lavées avec 
du PBS lX, pH 7.4 et ensuite grattées en présence de 600 µl du milieu M199 sans 
sérum et sont collectées dans des tubes eppendorfs. Par la suite, les cellules sont 
brisées afin d'avoir accès au milieu intracellulaire. 
En parallèle des échantillons contrôles du milieu de culture ainsi que des 
lysats cellulaires en absence de 30 mM KCl sont préparés de la même façon que 
celle décrite ci-haut. 
Finalement, les échantillons du milieu de culture ainsi que les lysats 
cellulaires sont conservés à -20°C jusqu'au moment où le dosage 
radioimmunologique du NPY est effectué. 
2.6.2. Dosage radioimmunologique (RIA) du neuropeptide Y. 
La concentration de NPY est mesurée à l'aide d'un Kit RIA acheté de la 
compagnie ALPCO (New Hampshire). Celui-ci contient toutes les solutions et 
réactifs nécessaires pour effectuer l'expérience. Le kit comprend un anticorps 
dirigé contre le NPY, un radioligand (le 1251-NPY), un anticorps secondaire en 
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phase solide (anti-IgG de lapin couplé à des particules de cellulose), 3000 pm.ol/L 
de NPY pour la préparation des standards ainsi que 2 contrôles, (concentration de 
NPY de 42.5 ± 10.6 pm.ol/L et 98.5 ± 13.8 pmol/L). Par la suite, tous les 
constituants du kit de RIA du NPY sont dissous dans un tampon ayant la 
corn.position suivante: 0.05 M phosphate pH 7.4 contenant 0.25% d'albumine de 
sérum humain, 0.25% EDTA, 0.1 % Triton X-100 et 0.05% d'azide de sodium.. 
Les réactivités croisées de l'antisérum. NPY avec d'autres peptides de sa 
famille sont : 
Peptide 
Neuropeptide Y (humain) 
Peptide YY (humain) 
Polypeptide pancréatique (humain) 
Neuropeptide Y1-21 







Le dosage du NPY est effectué selon le protocole fourni par la compagnie. 
Une courbe standard est effectuée en duplicata aux concentrations de NPY 
suivantes: 0, 9.4, 18.8, 37.5, 75, 150 et 300 pmol/L. Des tubes de polystyrène 
(Sarstedt, Montréal, QC) sont identifiés et préparés en duplicata pour le compte de 
radioactivité totale (T) et de la liaison non-spécifique (NS). 200µ1 de standard (0 
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pmol/L de NPY) est ajouté aux tubes où la liaison non-spécifique (NS) est 
déterminée et 200µ1 de chacun des standards (0 à 300 pmol/L de NPY) des 
échantillons et des contrôles est prélevé et transféré dans leurs tubes respectifs. 
L'anti-NPY (200µ1) est ajouté à chacun des tubes, sauf pour les tubes où la liaison 
totale (T) et NS est déterminée. Les tubes sont ensuite vortexés et incubés pour 20 
à 24 heures à 4°C. Par la suite, 200 µ1 de 1251-NPY est ajouté à tous les tubes. 
Après agitation, les tubes sont incubés pour une deuxième fois pour une période 
de 20 à 24 heures à 4°C. 
Dans tous les tubes, sauf pour les tubes T, 1 OO µl du deuxième anticorps 
(anti-lapin couplé à des particules de cellulose) est ajouté. Les tubes sont vortexés 
et incubés de 30 à 60 minutes à 4°C. La fraction du NPY liée à l'anticorps est 
séparée par centrifugation à 1700g pendant 15 minutes à 4°C. Par la suite, le 
surnageant est éliminé par inversion des tubes. La quantité de radioactivité est 
déterminée à l'aide d'un compteur d'émission de type gamma (1470 Wizard 
Gamma Counter Wallac). 
2.7. Statistiques. 
Les niveaux d'intensité de fluorescence cytosolique, perinucléaire ainsi 
que nucléaire sont représentés comme des valeurs moyennes d'intensité relative 
de fluorescence. Les valeurs sont exprimées en moyennes ± E.S.M (erreur 
standard moyenne). La signification statistique est déterminée en utilisant le test 
106 
ANOV A des mesures répétées pour les valeurs partielles suivi du test Tukey-
Kramer ou du test de Student-Newman-Keuls avec la comparaison multiple pour 
établir la valeur statistique des résultats. Les valeurs de p inférieures à 0.05 sont 
considérées comme significatives. 
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III. RÉSULTATS 
3.1. Présence et distribution des récepteurs au NPY dans les cellules 
endothéliales endocardiques fœtales humaines. 
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Dans ces séries d'expériences, nous avons étudié la présence et la 
distribution des récepteurs au NPY dans les cellules endothéliales endocardiques 
(CEEs) fœtales humaines âgées de 13, 17 et 20 semaines en utilisant les 
techniques d'immunofluorescence indirecte ainsi que le hPYY couplé à une sonde 
fluorescente et la microscopie confocale en 3-dimension (3-D). 
3.1.1. Présence de récepteurs au NPY au niveau de l'endothélium 
endocardique fœtal humain. 
Dans cette première série d'expériences, nous avons déterminé la présence 
des récepteurs au NPY au niveau de coupes congelées de 5 µm d'épaisseur du 
cœur entier fœtal, en utilisant le hPYY couplé à la sonde fluorescente FITC 
(hPYY-FITC) que nous avons développé dans notre laboratoire ainsi que la 
microscopie confocale. La figure 14 montre une coupe congelée de cœur fœtal 
humain âgé de 20 semaines au niveau ventriculaire suite à l'ajout du hPYY-FITC 
à une concentration de 10-7 M. Comme on peut remarquer dans cette figure, un 
marquage de la sonde hPYY- FITC est visible au niveau de la couche de 
l'endothélium endocardique suggérant que les CEEs possèdent des récepteurs au 
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Figure 14 Présence des récepteurs au NPY sur l'endothélium 
endocardique fœtal humain. 
En utilisant la microscopie confocale et la sonde fluorescente, le hPYY couplé à 
la fluorescéine (hPYY-FITC) sur une coupe congelée de cœur fœtal humain âgé 
de 20 semaines au niveau ventriculaire, cette figure montre la présence des 
récepteurs au NPY au niveau de l'endothélium endocardique. Il est à noter que la 
densité des récepteurs au NPY est plus élevée au niveau des CEEs 
comparativement aux cardiomyocytes adjacents. L'échelle de pseudocouleur 
représente l'intensité de fluorescence du hPYY-FITC de 0 à 255. L'échelle de 
mesure en blanc est en µm. 
0 255 
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NPY. Il est à noter que la distribution des récepteurs au NPY n'est pas homogène 
et se regroupent très souvent en amas. Par contre, au niveau des cardiomyocytes 
adjacents la densité relative des récepteurs au NPY est beaucoup plus faible 
(figure 14). Ces expériences sont les premières évidences démontrant la présence 
des récepteurs au NPY au niveau de l'endothélium endocardique fœtal humain. 
3.1.2. Présence de récepteurs au NPY au niveau des cellules isolées de 
l'endothélium endocardique fœtal humain. 
Plusieurs sondes fluorescentes ont été développées dans le but d'étudier 
des structures fonctionnelles à l'intérieur des cellules vivantes (BK.AIL Y et al., 
1997). L'usage de la microscopie confocale permet de déterminer la distribution 
en trois dimensions de ces structures biologiques. D'autre part, cette technique 
couplée au double et au triple marquages permet de corréler des évènements et 
des processus dynamiques avec des structures cellulaires bien spécifiques 
(LEMASTER et al., 1993; BK.AIL Y et al., 1997). 
Suite à l'isolation des CEEs, nous avons premièrement examiné la 
morphologie de ces dernières. Dans nos expériences nous avons utilisé le DiOC6, 
le MitoFluor et le syto-11 pour marquer le réticulum endoplasmique, les 
mitochondries et le noyau respectivement. La figure 15 montre clairement que les 
CEEs contiennent un réseau bien développé de réticulum endoplasmique et un 
très grand nombre de mitochondries qui entourent un noyau assez volumineux. 
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Figure 15 Marquage fluorescent du réticulum endoplasmique, des 
mitochondries et du noyau dans les cellules isolées de l'endothélium 
endocardique. 
(A): Marquage du réticulum endoplasmique avec la sonde :fluorescente, le Di0C6 
(couleur rouge). Les CEEs possèdent un réseau bien développé de réticulum 
endoplasmique. (B): Marquage des mitochondries avec la sonde fluorescente 
MitoFluor (couleur verte) et du noyau avec le syto 11 (couleur rouge). Les 
mitochondries de forme arrondies sont abondantes. L'échelle de mesure en blanc 
est en µm. Les couleurs n'ont aucune valeur mesurable. 
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Ces résultats suggèrent donc que les CEEs sont des cellules métaboliquement 
actives (JACQUES et al., 2000). De plus, après chaque isolation des CEEs et dans 
le but de déterminer la pureté de notre culture cellulaire, les cellules ont été 
marquées avec une sonde fluorescente spécifique aux cellules endothéliales, la 
"Lectin Ulex Europeans Aggluttin-1" conjuguée à la FITC. 
Après avoir examiné la morphologie des CEEs ainsi que la pureté de notre 
culture cellulaire, nous avons, par la suite, déterminé si tout comme au niveau du 
cœur intact, les cellules isolées à partir du cœur fœtal âgé de 20 semaines 
possèdent des récepteurs au NPY. Comme pour la section précédente, nous avons 
utilisé la sonde fluorescente développée dans notre laboratoire, le hPYY -FITC et 
la microscopie confocale. Les cellules ont été incubées avec la sonde à une 
concentration de 10-7 M et ont été, par la suite, visualisées avec le microscope 
confocal. Les panneaux A et B de la figure 16 montrent que les CEEs possèdent 
des récepteurs au NPY qui sont aussi regroupés en amas au niveau de la 
membrane plasmique. Ensuite, et dans le but de déterminer la spécificité de notre 
sonde, nous avons préincubé les cellules avec du hPYY non marqué à une 
concentration de 10-5 M avant l'ajout de la sonde fluorescente (hPYY-FITC). Le 
panneau C de la figure 16 montre clairement que le hPYY non marqué a presque 
complètement prévenu la liaison du hPYY-FITC de la sonde fluorescente à ses 
sites. 
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Figure 16 Présence des récepteurs au NPY au niveau des cellules 
endothéliales endocardiques isolées du cœur fœtal humain âgé de 20 
semaines. 
(A): Reconstruction en 3-dimensions de cellules endothéliales endocardiques 
montrant la présence des récepteurs au NPY regroupés en amas au niveau de la 
membrane plasmique après une incubation 10-7 M de hPYY-FITC. Ce panneau 
montre une distribution hétérogène en "cluster-like" des sites de liaison pour la 
sonde fluorescente hPYY conjugué à la FITC sur la membrane plasmique des 
cellules endothéliales endocardiques fœtales humaines. (B): Reconstruction en 
trois dimensions d'une cellule endothéliale endocardique montrant la distribution 
des récepteurs au NPY (couleur verte) et le noyau marqué avec le syto-11 
(couleur rouge). (C): Pré-incubation des cellules avec du hPYY non marqué à une 
concentration de 10-5 M avant l'ajout de la sonde fluorescente (10-7 M). Le hPYY 
non marqué inhibe presque complètement la liaison de la sonde hPYY-FITC. 
L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence du hPYY-FITC 
de 0 à 255. Les couleurs du panneau B n'ont aucune valeur mesurable. L'échelle 




3.1.3. Localisation et distribution du récepteur Y 1 dans les CEEGs et les 
CEEDs isolées des cœurs f œtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
Dans la section précédente, nous avons démontré la présence de récepteurs 
au NPY au niveau de la membrane de surface des CEEs âgées de 20 semaines. 
Plusieurs groupes incluant le nôtre ont démontré que le récepteur Y1 joue un rôle 
majeur dans le système cardiovasculaire (ALLEN et al. 1983a; EDVINSSON et 
al., 1984; LUNDBERG et al., 1984a; FRANCO-CERECEDA et al. 1985; 1987; 
MICHEL et al., 1988; McLEAN et RILEY, 1990; WEIS et al., 1990; MILLAR et 
al., 1991; 1994; GRUNDEMAR et al., 1992; McAULEY et WESTFALL, 1992; 
ZUKOWSKA-GROJEC et W AHLESTEDT, 1993; ENTZEROTH et al., 1994; 
ABOUNADER et al., 1995; DOODS et al., 1995; MALMSTRÔM et 
LUNDBERG, 1997; GOLDBERG et al., 1998; ZUKOWSKA-GROJEC et al., 
1998; 1998a; JACQUES et al., 2000a). Dans cette série d'expériences nous avons 
donc voulu vérifier la présence et la distribution du récepteur Y 1 dans les CEEs 
isolées du ventricule gauche (CEEGs) et du ventricule droit (CEEDs) des cœurs 
fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. Pour ce faire, nous avons utilisé la 
technique d'immunofluorescence indirecte et un anticorps spécifique pour le 
récepteur Y1 (dilution, 1:2000). Le marquage est observé par la microscopie 
confocale qui nous permet de visualiser en trois dimensions la distribution du 
récepteur Y1 au niveau de nos cellules ainsi que d'évaluer d'une façon semi-
quantitative l'intensité de fluorescence de l'antisérum du récepteur Y1. 
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Comme le montre la figure 1 7, la densité du récepteur Y 1 augmente en 
fonction de l'âge autant au niveau des CEEGs que des CEEDs. Comme l'illustre 
bien cette figure, les récepteurs Y1 sont présents non seulement au niveau de la 
membrane plasmique mais aussi au niveau du cytosol et du noyau, avec une 
immunoréactivité bien marquée au niveau de la région périnucléaire (incluant les 
membranes nucléaires) et ce surtout à l'âge de 20 semaines. 
Par la suite, et à l'aide de la microscopie confocale, nous avons pris des 
mesures semi-quantitatives de l'intensité de fluorescence de l'anticorps du 
récepteur Y 1 (conjuguée au FITC) au niveau du cytosol, de la région péri nucléaire 
et du noyau des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 
20 semaines. Les valeurs d'intensité de fluorescence au niveau des trois 
compartiments cellulaires sont calculées à partir de la distribution 
tridimensionnelle du récepteur Y1 dans nos cellules. Nos mesures semi-
quantitatives montrent une différence dans la densité du récepteur Y1 dans les 
trois compartiments cellulaires, aussi bien au niveau des CEEGs que des CEEDs 
(Figure 18). Pour les CEEGs isolées à partir du cœur fœtal âgé de 13 semaines, la 
moyenne de l'intensité de fluorescence du FITC conjugué à l'anticorps du 
récepteur Y1 est de 0.9 ± 0.12 dans le cytosol, de 10.8 ± 0.9 dans la région 
périnucléaire et de 9.9 ± 1.0 dans le noyau (n=7). Nos études statistiques montrent 
que la différence est hautement significative (p<0.001) entre le cytosol et les 
régions nucléaires et périnucléaires. Cependant, il n'y a pas une différence 
significative entre le noyau et la région périnucléaire dans ces cellules. Pour les 
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Figure 17 Marquage immunofluorescent du récepteur Y 1 dans les 
CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 
semaines. 
Reconstruction en 3-D des CEEGs (A, C et E) et des CEEDs (B, D et F) des 
cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines, respectivement montrant 
l'immunoréactivité du récepteur Y1. (G) contrôle négatif où les cellules sont 
incubées seulement avec l'anticorps secondaire en absence d'anticorps primaire. 
Ce récepteur est présent au niveau de la membrane plasmique et le cytosol avec 
une intensité de fluorescence plus élevée au niveau du noyau et plus 
particulièrement au niveau de la région périnucléaire. Il est à noter que 
l'immunoréactivité du récepteur Y1 augmente en fonction de l'âge fœtal pour 
atteindre un maximum à 20 semaines. L'échelle de pseudocouleur représente 
l'intensité de fluorescence de l'anticorps du récepteur Y1 allant de 0 à 255. 




Figure 18 Distribution et densité relative du récepteur Y1 dans les trois 
compartiments cellulaires (cytosol, région périnucléaire et noyau) des 
CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs f œtaux humains âgés de 13, 17 et 20 
semaines. 
L'histogramme A montre la distribution et la densité du récepteur Y1 dans le 
cytosol la région périnucléaire (incluant les membranes nucléaires) et le noyau 
des CEEGs et des CEEDs du cœur fœtal âgé de 13 semaines. L'histogramme B 
montre la distribution et la densité du récepteur Y 1 dans le cytosol, la région 
péri.nucléaire et le noyau des CEEGs et des CEEDs du cœur fœtal âgé de 17 
semaines. L'histogramme C montre la distribution et la densité du récepteur Y 1 
dans le cytosol, la région périnucléaire et le noyau des CEEGs et des CEEDs du 
cœur fœtal âgé de 20 semaines. Les valeurs sont présentées comme moyennes ± 
erreur standard de la moyenne. (*) comparaison de la région péri.nucléaire et 
noyau vs cytosol au niveau des CEEGs (**p<0.01; ***p<0.001), (t) comparaison 
noyau vs région périnucléaire au niveau des CEEGs (ttt p<0.001), 
(§)comparaison région péri.nucléaire et noyau vs cytosol au niveau des CEEDs 
(§p<0.05; §§§p<0.001), (t)comparaison noyau vs région péri.nucléaire au niveau 
des CEEDs (t p<0.05). «n» est le nombre d'expériences. 
Distribution et densité relative du récepteur Y 1 dans le cytosol, 
la région périnudéaire et le noyau des CEE~ et des CEEDs 
des coeurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
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CEEDs isolées à partir du cœur fœtal âgé de 13 semames, l'intensité de 
fluorescence est de 1.8 ± 0.2 dans le cytosol, de 14.7 ± 1.2 dans la région 
périnucléaire et de 14.l ± 1.2 dans le noyau (n=l4). La différence est hautement 
significative (p<0.001) entre le cytosol et les régions nucléaires et périnucléaires, 
mais il n'y a pas une différence significative entre le noyau et la région 
périnucléaire dans ces cellules (Figure l 8A). 
Pour les CEEGs isolées à partir du cœur fœtal âgé de 1 7 semaines, la 
moyenne de l'intensité de fluorescence du FITC conjugué à l'anticorps du 
récepteur Y 1 est de 2.6 ± 0.5 dans le cytosol, de 13.2 ± 2.3 dans la région 
périnucléaire et de 11.9 ± 1.6 dans le noyau (n=4). Nos études statistiques 
montrent que la différence est significative (p<0.01) entre le cytosol et les régions 
nucléaires et périnucléaires, cependant, il n'y a pas une différence significative 
entre le noyau et la région périnucléaire dans ces cellules. Pour les CEEDs isolées 
à partir du cœur fœtal âgé de 17 semaines, l'intensité de fluorescence est de 4.4 ± 
0.7 dans le cytosol, de 37.2 ± 8.3 dans la région périnucléaire et de 36.5 ± 8.0 
dans le noyau (n=3). La différence est significative (p<0.05) entre le cytosol et les 
régions nucléaires et périnucléaires, mais il n'y a pas une différence significative 
entre le noyau et la région périnucléaire dans ces cellules (Figure 18B). 
Finalement, à l'âge de 20 semaines, la moyenne de l'intensité de 
fluorescence du FITC conjugué à l'anticorps du récepteur Y1 pour les CEEGs est 
de 9.8 ± 1.6 dans le cytosol, de 199.7 ± 16.6 dans la région périnucléaire et de 
106.5 ± 8.7 dans le noyau (n=7). Nos études statistiques montrent que la 
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différence est hautement significative (p<0.001) entre le cytosol et les régions 
nucléaires et périnucléaires, et entre le noyau et la région périnucléaire. Pour les 
CEEDs isolées à partir du cœur fœtal âgé de 20 semaines, l'intensité de 
fluorescence est de 7.5 ± 0.9 dans le cytosol, de 125.7 ± 13.5 dans la région 
périnucléaire et de 88.7 ±7.2 dans le noyau (n=9). La différence est hautement 
significative (p<0.001) entre le cytosol et les régions nucléaires et périnucléaires 
et significative (p<0.05) entre le noyau et la région périnucléaire (Figure l 8C). 
De plus, nos résultats montrent aussi que la densité des récepteurs Y 1 est 
différente entre les CEEGs et les CEEDs au niveau des trois compartiments 
cellulaires (cytosol, région périnucléaire et noyau) à l'âge de 13, 17 et 20 
semaines. À 13 et 17 semaines d'âge foetal, la densité du récepteur Y1 est plus 
élevée au niveau des CEEDs par rapport au CEEGs. Par contre, à 20 semaines la 
densité du récepteur Y1 est plus élevée au niveau des CEEGs par rapport au 
CEEDs. Les histogrammes A, B et C de la figure 19 montrent la distribution 
respective du récepteur Y1 dans le cytosol, la région périnucléaire et le noyau des 
CEEGs et des CEEDs des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. Les 
valeurs exprimées en moyenne de l'intensité de fluorescence avec la comparaison 
statistique sont illustrées dans le tableau 3. L'histogramme D de la figure 19 
montre la somme de l'intensité de fluorescence des trois compartiments 
cellulaires des CEEGs et des CEEDs des cœurs âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
Cette représentation montre encore une fois que le patron d'expression du 
récepteur Y1 des CEEs augmente en fonction de l'âge fœtal aussi bien du côté du 
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Figure 19 Densité relative du récepteur Y1 dans les CEEGs et les CEEDs 
à différents stades du développement cardiaque fœtal humain. 
Les histogrammes A, B et C montrent les densités relatives du récepteur Y1 dans 
le cytosol, la région périnucléaire et le noyau, respectivement des CEEGs et des 
CEEDs des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines. L'histogramme 
D montre la somme des densités relatives du récepteur Y 1 dans les trois 
compartiments cellulaires des CEEGs et de CEEDs des cœurs fœtaux humains 
âgés de 13, 17 et 20 semaines. Les valeurs sont présentées comme moyennes± 
erreur standard de la moyenne. (*) comparaison 17 et 20 semaines vs 13 semaines 
au niveau des CEEGs (**p<0.01; ***p<0.001), (t) comparaison 20 semaines vs 
17 semaines au niveau des CEEGs (tp<0.05; ttt p<0.001), (§)comparaison 17 et 
20 semaines vs 13 semaines au niveau des CEEDs (§§§p<0.001), (t)comparaison 
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Tableau 3 : Mesure de la densité des récepteurs Y 1 dans les trois différents 
compartiments cellulaires des CEEGs et des CEEDs des cœurs fœtaux âgés de 
13, 17 et 20 semaines. 
13 semaines 17 semaines 20 semaines 
** *** * 
CEEGs (C) 0.9 ± 0.12 (n=7) 2.6 ± 0.5 (n=4) 9.8 ± 1.6 (n=7 
*** *** CEEDs (C) 1.8 ± 0.2 4.4 ± 0.7 7.5 ± 0.9 
t 
(n=l4 (n=3) (n=9 
* *** *** CEEGs (P) 10.8 ± 0.9 13 .2 ± 2.3 199.7 ± 16.6 
(n=7) (n=4) (n=7 
CEEDs (P) 14.7 ± 1.2 37.2 ± 8.3 *** 125.7 ± 13.5 *** *** t tt 
(n=l4) (n=3) (n=9' 
*** *** CEEGs(N) 9.9 ± 1.0 11.9 ± 1.6 106.5 ± 8.7 
(n=7) (n=4) (n=7 
*** *** CEEDs(N) 14.1±1.2 36.5 ± 8.0 88.7 ± 7.2 *** 
ttt tt t 
(n= l4 (n=3) <n=9 
C: Cytosol, p·: Région périnucléaire, N: Noyau. Valeurs exprimées sous forme de 
moyenne ± erreur standard d'au moins trois expériences. (*) Comparaison 
horizontale, (*) 17 semaines vs 13 semaines, (*) 20 semaines vs 17 semaines et (*) 
20 semaines vs 13 semaines, des trois compartiments cellulaires, du côté droit ainsi 
que du coté gauche (*P<0.05, **P<0.01 , ***P<0.001). (t) Comparaison verticale 
d'un compartiment cellulaire des CEEDs vs le même compartiment de même âge au 
niveau des CEEGs (tP<0.05, ttP<0.01 , tttP<0.001). «n» est le nombre 
d'expériences. 
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ventricule gauche que du côté du ventricule droit. De même, l'expression de ce 
récepteur semble être différente dans les CEEGs en comparaison avec les CEEDs. 
À 13 et à 17 semaines, l'expression du récepteur Y1 dans les CEEDs est plus 
élevée que dans les CEEGs, tandis qu'à 20 semaines d'âge fœtal l'expression des 
récepteurs Y1 devient plus importante dans les CEEGs. Les valeurs exprimées en 
moyenne de l'intensité de fluorescence avec la comparaison statistique sont 
illustrées dans le tableau 4. 
3.2. Localisation et distribution du NPY dans les CEEGs et les CEEDs isolées 
des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
Il est bien connu que le NPY est principalement synthétisé par les 
neurones et plus particulièrement les neurones du système nerveux sympathique 
(LUNDBERG et TATEMOTO, 1982; EKBLAD et al., 1984; SUNDLER et al., 
1986; SHEIKH et al., 1988; LUND BERG et al., l 989a; W AHLESTEDT et al., 
1990) ainsi que par la médullo surrénale (ALLEN et al., l 983a ; GROUZMANN 
et al., 1989). Des études récentes ont démontré que le NPY est présent dans les 
cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (ZUKOWSKA-GROJEC et 
al., l 998a). Nous avons donc voulu vérifier si les CEEGs et les CEEDs des cœurs 
fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines contiennent du NPY. Pour ce faire, 
nous avons utilisé la technique d'immunofluorescence indirecte et un anticorps 
spécifique pour le NPY (dilution, 1 :2000). Des contrôles négatifs sont effectués 
Tableau 4 : Mesure de la densité totale du récepteur Y 1 dans les CEEGs et les 
CEEDs des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
13 semaines 17 semaines 20 semaines 
*** *** 
*** 
CEEGs 21.6 ± 1.0 (n=7) 52.1 ± 5.6 (n=4) 315.5 ± 20.7 (n=? 
*** *** 
CEEDs 30.5 ± 1.2 78.3 ± 8.3 221.3 ± 13.5 *** 
ttt t tt 
(n=l4 (n=3) (n=9 
Valeurs exprimées sous forme de moyenne ± erreur standard d'au moins trois 
expériences. (*) Comparaison horizontale, (*) 17 semaines vs 13 semaines, (*) 20 
semaines vs 17 semaines et (*) 20 semaines vs 13 semaines, des CEEDs ainsi que 
des CEEGs (***P<0.001). (t) Comparaison verticale des CEEDs vs le même âge 
au niveau des CEEGs (tttP<0.001). «n» est le nombre d'expériences. 
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en parallèle en préincubant l'anticorps primaire avec une concentration élevée de 
hNPY (10-5 M) (voir figure 20), ou en incubant les cellules avec l'anticorps 
secondaire en absence de l'anticorps primaire. Le marquage est visualisé par la 
microscopie confocale qui nous permet de déterminer en trois dimensions la 
distribution du NPY au niveau de nos cellules ainsi que de mesurer d'une façon 
semi-quantitative, l'intensité de fluorescence de l'anticorps NPY (couplé au 
FITC). 
La figure 20 montre des exemples typiques du marquage du NPY au 
niveau des CEEGs et des CEEDs des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
Comme on peut leremarquer, le NPY est présent dans les CEEGs et les CEEDs 
isolées des cœurs fœtaux humains aux trois stades de développement. Nos 
résultats montrent qu'au niveau des CEEDs, la densité de NPY augmente en 
fonction de l'âge fœtal et ceci dans les trois compartiments cellulaires (cytosol, 
région périnucléaire et noyau). De plus, à 20 semaines, le marquage devient très 
intense au niveau nucléaire et plus particulièrement au niveau de la région 
périnucléaire. Cependant, au niveau des CEEGs le patron d'expression du NPY 
en fonction de l'âge fœtal est complètement différent. La densité du NPY est 
élevée dans les CEEs isolées à partir du cœur fœtal âgé de 13 semaines, diminue à 
17 semaines et augmente de nouveau à 20 semaines (voir figure 20). 
Par la suite, et à l'aide de la microscopie confocale, nous avons pris des 
mesures semi-quantitatives de l'intensité de fluorescence de l'anticorps du NPY 
(conjuguée au FITC) au niveau du cytosol, de la région périnucléaire et du noyau 
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Figure 20 Marquage immunofluorescent du NPY dans les CEEGs et les 
CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
Reconstruction en 3-D des CEEGs (A, Cet E) et des CEEDs (B, D et F) isolées à 
partir des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines, respectivement montrant 
l'immunoréactivité du NPY. (G) contrôle négatif effectué en préincubant les 
cellules avec du hNPY froid (10-5 M) en présence de l'anticorps primaire. Ce 
peptide est présent au niveau de la membrane plasmique et le cytosol avec une 
intensité de fluorescence plus élevée au niveau du noyau et plus particulièrement 
au niveau de la région périnucléaire. Il est à noter que l'immunoréactivité du 
peptide au niveau des CEEs augmente en fonction de l'âge fœtal pour atteindre un 
maximum à 20 semaines. L'échelle de pseudocouleur représente l'intensité de 
fluorescence de l'anticorps du NPY allant de 0 à 255. L'échelle de mesure en 




des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
Les valeurs d'intensité de fluorescence de l'anticorps du NPY au niveau des trois 
compartiments cellulaires sont calculées à partir de la distribution 
tridimensionnelle du NPY dans nos cellules. Nos mesures semi-quantitatives 
montrent une différence dans la densité du NPY dans les trois compartiments 
cellulaires, aussi bien au niveau des CEEGs que des CEEDs (Figure 21). À l'âge 
fœtal de 13 semaines, la moyenne de l'intensité de fluorescence du FITC 
conjugué à l'anticorps du NPY pour les CEEGs est de 1.4 ± 0.13 dans le cytosol, 
de 35.4 ± 2.6 dans la région périnucléaire et de 34.4 ± 2.1 dans le noyau (n=lO). 
Nos études statistiques montrent que la différence est hautement significative 
(p<0.001) entre le cytosol et les régions nucléaires et périnucléaires. Cependant, il 
n'y a pas une différence significative entre le noyau et la région périnucléaire 
dans ces cellules. Pour les CEEDs isolées à partir du cœur fœtal de même âge (13 
semaines), l'intensité de fluorescence est de 0.7 ± 0.5 dans le cytosol, de 8.02 ± 
0.6 dans la région périnucléaire, et de 8.04 ± 0.5 dans le noyau (n=8). La 
différence est hautement significative (p<0.001) entre le cytosol et les régions 
nucléaires et périnucléaires, mais il n'y a pas une différence significative entre le 
noyau et la région périnucléaire dans ces cellules (Figure 21A). 
À l'âge foetal de 17 semaines la moyenne de l'intensité de fluorescence du 
FITC conjugué à l'anticorps du NPY pour les CEEGs est de 3.2 ± 0.2 dans le 
cytosol, de 21.6 ± 1.6 dans la région périnucléaire, et de 20.4 ± 1.1 dans le noyau 
(n=4). Nos études statistiques montrent que la différence est significative 
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Figure 21 Distribution et densité relative du récepteur NPY dans les trois 
compartiments cellulaires ( cytosol, région périnucléaire et noyau) des 
CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 
semaines. 
L'histogramme A montre la distribution et la densité du NPY dans le cytosol, la 
région périnucléaire et le noyau des CEEGs et des CEEDs isolées à partir des 
cœurs fœtaux âgés de 13 semaines. L'histogramme B montre la distribution et la 
densité du NPY dans le cytosol, la région périnucléaire et le noyau des CEEGs et 
des CEEDs isolées à partir des cœurs fœtaux âgés de 17 semaines. L'histogramme 
C montre la distribution et la densité NPY dans le cytosol, la région périnucléaire 
et le noyau des CEEGs et des CEEDs isolées à partir des cœurs fœtaux âgés de 20 
semaines. Les valeurs sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la 
moyenne. (*) comparaison région périnucléaire et noyau vs cytosol au niveau des 
CEEGs (***p<0.001), (i") comparaison noyau vs région périnucléaire au niveau 
des CEEGs Cttt p<0.001), (§)comparaison région périnucléaire et noyau vs 
cytosol au niveau des CEEDs (§§§p<0.001), (t)comparaison noyau vs région 
périnucléaire au niveau des CEEDs et p<0.05, Ut p<0.001). <<Il» est le nombre 
d'expériences. 
Distribution et densité :relative du NPY dans le cytosol, la :région 
périnudéai:re et le noyau des CEEGs et des CEEDs des coeurs 
fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines. 
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(p<0.001) entre le cytosol et les régions nucléaires et périnucléaires. Cependant, il 
n'y a pas de différences significatives entre le noyau et la région périnucléaire 
dans ces cellules. Pour les CEEDs isolées à partir du cœur de même âge 
(17semaines), l'intensité de fluorescence est de 4.1 ± 0.2 dans le cytosol, de 31.4 
± 2.7 dans la région périnucléaire, et de 28.8 ± 1.9 dans le noyau (n=4). Les 
différences sont hautement significatives (p<0.001) entre le cytosol et les régions 
nucléaires et périnucléaires, mais il n'y a pas de différences significatives entre le 
noyau et la région périnucléaire dans ces cellules (Figure 21B). 
Finalement, à l'âge fœtal de 20 semaines, la moyenne de l'intensité de 
fluorescence du FITC conjugué à l'anticorps du NPY pour les CEEGs est de 1.4 ± 
0.9 dans le cytosol, de 39.6 ± 2.5 dans la région périnucléaire, et de 19.6 ± 1.8 
dans le noyau (n=l2). Nos études statistiques montrent que les différences sont 
hautement significatives (p<0.001) entre le cytosol et les régions nucléaires et 
périnucléaires, et entre le noyau et la région périnucléaire. Pour les CEEDs de 
même âge fœtal (20 semaines), l'intensité de fluorescence est de 4.4 ± 0.2 dans le 
cytosol, de 124.8 ± 3.2 dans la région périnucléaire, et de 81.9 ± 5.5 dans le noyau 
(n=13). Les différences sont hautement significatives (p<0.001) entre le cytosol et 
les régions nucléaires et périnucléaires et entre le noyau et la région périnucléaire 
(Figure 21C). 
De plus, nos résultats montrent que la densité du NPY est différente entre 
les CEEGs et les CEEDs et ceci dans les trois compartiments cellulaires ( cytosol, 
région périnucléaire et noyau) et ce autant à 13, 17 qu'à 20 semaines d'âge fœtal 
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(figure 22). Les histogrammes A, B et C de la figure 22 montrent la distribution 
respective du NPY dans le cytosol, la région périnucléaire et le noyau des 
CEEGs et des CEEDs des cœurs fœtaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. Les 
valeurs exprimées en moyenne de l'intensité de fluorescence avec la comparaison 
statistique et le nombre d'expériences sont illustrées dans le tableau 5. 
L'histogramme D de la figure 22 montre la somme de l'intensité de fluorescence 
des trois compartiments cellulaires des CEEGs et des CEEDs à différents âges 
(13, 17 et 20 semaines). Les valeurs exprimées en moyenne de l'intensité de 
fluorescence avec la comparaison statistique et le nombre d'expériences sont 
résumées dans le tableau 6. 
3.3. Effet de différentes concentrations de hNPY sur le niveau basal du [Ca]c 
et [Ca]n des cellules endothéliales endocardiques fœtales humaines à 
différents stades de développement et de rats adultes. 
Dans cette série d'expériences, nous avons vérifié si l'ajout de différentes 
concentrations de hNPY extracellulaire module le niveau basal du [Ca]c et [Ca]n 
des cellules endothéliales endocardiques isolées à partir des cœurs fœtaux 
humains âgés de 13, 17 et 20 semaines et de rats adultes. 
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Figure 22 Densité relative du NPY dans les CEEGs et les CEEDs à 
différents stades du développement fœtal. 
Les histogrammes A, B et C montrent les densités relatives du récepteur NPY 
dans le cytosol, la région périnucléaire et le noyau, respectivement des CEEGs et 
des CEEDs des cœurs fcetaux âgés de 13, 17 et 20 semaines. L'histogramme D 
montre la somme des densités relatives du NPY dans les trois compartiments 
cellulaires des CEEGs et de CEEDs des cœurs fœtaux âgés de 13, 1 7 et 20 
semaines. Les valeurs sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la 
moyenne. (*) Comparaison 17 et 20 semaines vs 13 semaines au niveau des 
CEEGs (**p<0.01; ***p<0.001), (t) comparaison 20 semaines vs 17 semaines au 
niveau des CEEGs (ttp<0.01; ttt p<0.001), (§)comparaison 17 et 20 semaines 
vs 13 semaines au niveau des CEEDs (§§§p<0.001), (t)comparaison 20 semaines 
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Tableau 5 : Mesure de la densité du NPY dans les trois différents 
compartiments cellulaires des CEEGs et des CEEDs des cœurs fœtaux âgés de 
13, 17 et 20 semaines. 
13 semaines 17 semaines 20 semaines 
*** *** 
CEEGs (C) 1.4 ± 0.13 (n=IO 3.2± 0.2 (n=4) 1.4 ± 0.9 (n=l2 
*** . .. 
CEEDs (C) 0.7 ± 0.5 4.1±0.2 4.4 ± 0.2 
ttt <n=8) t fn=4'1 ttt <n=13 
** ** 
CEEGs(P) 35.4 ± 2.6 21.6 ± 1.6 39.6± 2.5 
fn=lO fn=4'1 (n=l2 
CEEDs(P) 8.02 ± 0.6 31.4 ± 2.7 *** 124.8 ±3. 2 *** ,,.1. 
ttt (n=8) t (n=4) ttt (n=l3 
** 
CEEGs(N) 34.4 ± 2.1 20.4 ± 1.1 19.6 ± 1.8 
<n=lO fn=4) (n=l2) 
*** *** CEEDs(N) 8.04± 0.5 28.8 ± 1.9 81.9 ± 5.5 
ttt (n=8) t (n=4) ttt (n=l3 
C: Cytosol, P: Région périnucléaire, N: Noyau. Valeurs exprimées sous forme de 
moyenne ± erreur standard d'au moins trois expériences. (*) Comparaison 
horizontale, (*) 17 semaines vs 13 semaines, (*) 20 semaines vs 17 semaines et C) 
20 semaines vs 13 semaines, des trois compartiments cellulaires, des CEEDs ainsi 
que des CEEGs (**P<0.01, ***P<0.001). (t) Comparaison verticale d'un 
compartiment cellulaire des CEEDs vs le même compartiment de même âge fœtal 
des CEEGs (tP<0.05, tttP<0.001). «n>> est le nombre d'expériences. 
Tableau 6 : Mesure de la densité totale du NPY dans les CEEGs et les CEEDs à 
différents stades du développement f œtal. 
13 semaines 17 semaines 20 semaines 
*** .;JI;,*,,, 
CEEGs 71.3 ± 2.6 <n=lO 45.2 ± 1.6 (n=4) 60.5 ± 2.4 (n=l2 
*** *** 
CEEDs 16.7 ± 0.6 64.3 ± 2.7 211.1 ± 5.5 
')'.:. • ~ .'i ~ 
ttt (n=8) tt (n=4) ttt (n=l3 
Valeurs exprimées sous forme de moyenne ± erreur standard d'au moins trois 
expériences. (*) Comparaison horizontale, (*)17 semaines vs 13 semaines, (*) 20 
semaines vs 17 semaines et (') 20 semaines vs 13 semaines, des trois compartiments 
cellulaires, des CEEDs ainsi que des CEEGs (**P<0.01, ***P<0.001). (t) 
Comparaison verticale des CEEDs vs le même âge des CEEGs (ttP<0.01, 
tttP<0.001). «n» est le nombre d'expériences. 
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3.3.1. Effet de concentrations croissantes de hNPY sur le niveau basal du 
[Ca]c et [Ca] 0 des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 13 
semaines. 
Dans cette série d'expériences, nous avons testé l'effet de concentrations 
croissantes de hNPY extracellulaire (10-17 à 10-5 M) sur le niveau calcique basal 
cytosolique et nucléaire des CEEGs et des CEEDs isolées à partir des cœurs 
fœtaux âgés de 13 semaines. La figure 23 illustre un exemple type pour chaque 
type cellulaire et la figure 24 montre la compilation des résultats. 
La figure 23 montre l'effet dose-dépendant du hNPY sur le [Ca]c et [Ca]n 
d'une CEEG (A, B, C, D et E) et d'une CEED (G, H, I, J et K). Nous pouvons 
distinguer dans cette figure, la distribution calcique cytosolique et nucléaire au 
niveau contrôle et suite à la stimulation par le hNPY à des concentrations de 
10-15, 10-10, 10-7 et 10-5 M. Au niveau contrôle et suite à l'ajout des différentes 
concentrations de hNPY, la concentration du Ca2+ libre est plus élevée au niveau 
du noyau par rapport au cytosol. À noter que l'intensité de fluorescence du 
complexe Fluo 3-Ca2+ est indiquée selon une échelle en pseudo-couleur, où la 
couleur noire représente l'intensité zéro de la concentration du Ca2+, alors que la 
couleur blanche représente l'intensité maximale. À la fin de chaque expérience, le 
noyau des cellules est marqué par la sonde des acides nucléiques, le syto-11, 
(figures 23F et 23L) afin de déterminer l'attribution de la réponse calcique au 
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Figure 23 Expérience représentative de l'effet de différentes 
concentrations du hNPY sur les niveaux du [Ca]c et [Ca] 0 des CEEGs et des 
CEEDs isolées des coeurs fœtaux humains âgés de 13 semaines étudié en 
microscopie confocale. 
(A) La distribution et l'intensité de fluorescence basale cytosolique et nucléaire 
du complexe Fluo-3-Ca2+ en absence du hNPY dans une CEEGs du cœur fœtal 
humain âgé de 13 semaines. (B, C, D et E) La distribution et l'intensité de 
fluorescence cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en présence de 
différentes concentrations de hNPY i.e 10-15, 10-10, 10-7 et 10-5 M, respectivement. 
(F) Délimitation du noyau à la fin de l'expérience à l'aide de la sonde des acides 
nucléiques, le Syto-11. (G) La distribution et l'intensité de fluorescence basale 
cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en absence du hNPY dans une 
CEEDs du cœur fœtal humain âgé de 13 semaines. (H, I, Jet K) La distribution et 
l'intensité de fluorescence cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en 
présence de différentes concentrations de hNPY i.e 10-15, 10-10, 10-7 et 10-5 M, 
respectivement. (L) Délimitation du noyau à la fin de l'expérience à l'aide de la 
sonde des acides nucléiques, le Syto-11. L'échelle de pseudo-couleur représente 
l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3-Ca2+ de 0 à 255. Les couleurs des 







Figure 24 Effet de différentes concentrations de hNPY sur les niveaux du 
[Ca]c et [Ca] 0 des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains 
âgés de 13 semaines. 
Dans les panneaux A et B, le hNPY à des concentrations entre 10-17 Met 10-5 M 
induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n libre dans les CEEGs 
du cœur fœtal humain âgé de 13 semaines. (A) Une augmentation significative du 
niveau [Ca]c est obtenue à une concentration de 10-13 M. À partir d'une 
concentration de 10-12 M, l'augmentation devient significative dans le cytosol et le 
noyau. L'augmentation soutenue des niveaux du [Ca]c et du [Ca]n libre atteint un 
maximum à une concentration de 10-5 M de hNPY. (B) Les valeurs de EC50 sont 
de 1.4 x 10-10 M pour le cytosol et de 1.6 x 10-10 M pour le noyau. Les valeurs 
sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne de 9 
expériences. Dans les panneaux Cet D, le hNPY à des concentrations entre 10-17 
Met 10-5 M induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n libre dans 
les CEEDs du cœur fœtal humain âgé de 13 semaines. (C) Une augmentation 
significative du niveau [Ca]n est obtenue à des concentrations de 10-14 M et 10-13 
M. À partir d'une concentration de 10-12 M, l'augmentation devient significative 
dans le cytosol et le noyau. L'augmentation soutenue des niveaux du [Ca]c et du 
[Ca]n libre atteint un maximum à une concentration de 10-5 M de hNPY. (D) Les 
valeurs de EC50 sont de 1.2 x 10-10 M pour le cytosol et de 3.1 x 10-10 M pour le 
noyau. Les valeurs sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la 
moyenne de 13 expériences. <<n» est le nombre d'expériences. *p<0.05, **p<0.01 
***p<0.001. 
Effet de concentrations croissantes de hNPY sur le niveau du [Ca]c 
et [Ca]n des CEEGs et des CEEDs du cœur fœtal âgé 
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niveau nucléaire. De plus, ce marquage permet par la suite d'analyser l'intensité 
de la fluorescence calcique libre à l'intérieur du noyau. 
À noter que, les mesures d'intensité de fluorescence du complexe Fluo 3-
Ca2+ sont obtenues grâce à l'analyse de la distribution tridimensionnelle effectuée 
à partir d'images optiques sériées générées par la microscopie confocale. 
Les figures 24A et 24C montrent la compilation des résultats obtenus en 
microscopie confocale de l'effet des doses croissantes de hNPY extracellulaire 
sur les niveaux calciques cytosolique et nucléaire dans les CEEGs (figure 24A) et 
les CEEDs (figure 24C) isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13 semaines. 
Les figures 24B et 24D montrent les courbes dose-réponse de l'effet du hNPY sur 
le calcium cytosolique et nucléaire dans les CEEGs (figure 24B) et les CEEDs 
(figure 24D) isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13 semaines. Comme 
nous pouvons remarquer sur la figure 24A, l'intensité de fluorescence du Ca2+ 
libre nucléaire basal en absence de hNPY (67.5 ± 4.9; n=9) est supérieure à celle 
du calcium libre cytosolique (31.3 ± 1.5; n=9). Cette différence est maintenue en 
présence de toutes les concentrations de hNPY utilisées. Des concentrations de 
hNPY de 10-17 M et 10-16 M n'affectent presque pas les niveaux du [Ca]c et du 
[Ca]n· Des concentrations de 10-15 Met de 10-14 M de hNPY induisent une légère 
augmentation du [Ca]c et [Ca]n mais qui n'est pas encore significative par rapport 
au contrôle (au niveau du cytosol à 10-15 M: 33.7 ± 2.6; au niveau du noyau à 10-
15 M: 72.9 ± 3.7; cytosol à 10-14 M: 34.8 ± 2.1; au niveau du noyau à 10-14 M: 78.1 
± 2.9; n=9). Une concentration de 10-13 M de hNPY induit une augmentation 
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significative du [Ca]n (84.0 ± 2.5; p<0.05) mais pas du [Ca]c (35.9 ± 2.3); n=9. 
Une concentration de 10·12 M de hNPY induit une augmentation significative du 
calcium à la fois dans le cytosol et dans le noyau (38.6 ± 2.5; p<0.05 et 90.9 ± 
4.0; p<0.01; respectivement). De plus, une concentration de 10·11 M de hNPY 
induit une augmentation significative du [Ca]c (40.0 ± 2.3; p<0.05) et [Ca]n (99.7 
± 7.2; p<0.01); n=9. L'ajout du hNPY à une concentration de 10·10 M induit une 
augmentation hautement significative du [Ca]c (43.5 ± 1.9; p<0.001) et 
significative du [Ca]n (122.1±13.5; p<0.01); n=9. À partir d'une concentration de 
10·9 M de hNPY, l'augmentation du [Ca]i devient hautement significative 
(p<0.001) dans le cytosol et dans le noyau. L'effet maximal est observé à une 
concentration de 10·5 M de hNPY où l'intensité de fluorescence du [Ca]c est de 
60.2 ± 5.1 et du [Ca]n est de 190.1±10.7; n=9. 
La figure 24C montre l'effet des doses croissantes de hNPY sur les 
niveaux calciques cytosoliques et nucléaires des CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 13 semaines. L'intensité de fluorescence du Ca2+ libre nucléaire 
basal en absence de hNPY est de 29.8 ± 2.5 (n=l3) dans le cytosol et de 60.4 ± 
6.2 (n=13) dans le noyau. Des concentrations de 10·16 Met de 10·15 M de hNPY, 
induisent une légère augmentation du [Ca]c et [Ca]n mais qui n'est pas encore 
significative par rapport au contrôle (au niveau du cytosol à 10·16 M: 32.7 ± 3.3; 
au niveau du noyau à 10·16 M: 66.8 ± 7.9; au niveau du cytosol à 10·15 M: 34.6 ± 
3.4; au niveau du noyau à 10·15 M: 75.9 ± 7.8; n=l3). Des concentrations de 
hNPY de 10·14 M et 10·13 M induisent des augmentations significatives du [Ca]n 
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(au niveau du noyau à 10-14 M: 86.4 ± 7.9; p<0.05; au niveau du noyau à 10-13 M: 
93.0 ± 8.1; p<0.01) mais pas du [Ca]c (au niveau du cytosol à 10-14 M: 36.9 ± 3.4; 
au niveau du cytosol à 10-13 M: 38.3 ± 3.4); n=13. Une concentration de hNPY de 
10-12 M induit une augmentation significative du [Ca]c (40.7 ± 3.8; p<0.05) et 
hautement significative du [Ca]n (104.3 ± 9.2; p<0.001); n=13. De même, une 
concentration de hNPY de 10-11 M induit une augmentation significative du [Ca]c 
(42.4 ± 4.3; p<0.05) et hautement significative du [Ca]n (111.9 ± 8.4; p<0.001); 
n=13. Des concentrations de hNPY de 10-10 M et 10-9 M, induisent des 
augmentations significatives du [Ca]c (au niveau du cytosol à 10-10 M: 47.1 ± 4.7; 
p<0.01; au niveau du cytosol à 10-9 M: 50.2 ± 4.9; p<0.01) et hautement 
significative du [Ca]n (au niveau du noyau à 10-10 M: 124.l ± 8.4; p<0.001; au 
niveau du noyau à 10-9 M: 140.1 ± 8.0; p<0.001); n=13. À partir d'une 
concentration de 10-8 M, l'augmentation du [Ca]i devient hautement significative 
(p<0.001) dans le cytosol et dans le noyau. L'effet maximal est observé à une 
concentration de 10-5 M de hNPY où l'intensité de fluorescence du [Ca]c est de 
66.8 ± 8.5 et du [Ca]n est de 228.3 ± 7.7; n=l3. 
Les figures 24B et 24D montrent les courbes dose-réponses de l'effet du 
NPY sur le Ca2+ cytosolique et nucléaire des CEEGs (figure 24B) et des CEEDs 
(figure 24D) isolées des cœurs f<~taux humains âgés de 13 semaines. Comme 
nous pouvons remarquer, des concentrations de 10-17 M à 10-5 M de hNPY 
induisent des augmentations dose-dépendantes du [Ca]c et [Ca]n. Dans les CEEGs 
l'EC50 est de 1.4 x 10-10 M pour le cytosol et de 1.6 x 10-10 M pour le noyau (n=9), 
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alors que, dans les CEEDs l'EC50 est de 1.2 x 10-10 M pour le cytosol et de 3.1 x 
l0-10 M pour le noyau (n=l3) (voir tableau 7). 
En conclusion, ces résultats montrent que le hNPY induit une 
augmentation du [Ca]c et du [Ca]n d'une façon concentration-dépendante dans les 
CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13 semaines avec 
des EC50 de l'ordre de 10-10 M dans les CEEGs et les CEEDs. De plus, nos 
résultats démontrent que les EC50 au niveau cytosolique sont similaires à ceux 
obtenus au niveau nucléaire, ceci suggère que l'augmentation calcique nucléaire 
induite par le hNPY est due à l'augmentation du calcium cytosolique. 
3.3.2. Effet de concentrations croissantes de hNPY sur le niveau basal du 
[Ca]c et [Ca] 0 des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains 
âgés de 17 semaines. 
Dans cette série d'expériences, nous avons testé l'effet de concentrations 
croissantes de hNPY extracellulaire (10-16 à 10-5 M) sur le niveau calcique basal 
cytosolique et nucléaire des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 17 semaines. La figure 25 illustre un exemple typique pour 
chaque type cellulaire et la figure 26 montre la compilation des résultats. 
La figure 25 montre l'effet dose-dépendant du hNPY sur le [Ca]c et [Ca]n 
d'une CEEG (A, B, C, D et E) et d'une CEED (G, H, I, J et K). Nous pouvons 
distinguer dans cette figure, la distribution calcique cytosolique et nucléaire au 
Tableau 7 : ECso du hNPY modulant le calcium eytosolique et nucléaire 
des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 
17 et 20 semaines ainsi que de rats adultes. 
CEEGs CEEDs 
Âge EC50 EC50 
Cytosol Noyau Cytosol Noyau 
13 semaines l.4xl0-10 M l.6xl0-10 M l.2xl0-10 M 3.lxl0-10 M 
17 semaines 3.8xl0-10 M 3.0x10-10 M l.8x10-IOM 1.lx10-10 M 
20 semaines 3.6xl0-11 M 5.8x10-11 M l.lxl0-10 M 2.4xl0-10 M 
Rat adulte 2.3x10-11 M 5.9x10-11 M l.Ox10-10 M l.7xl0-10 M 
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Figure 25 Expérience représentative de l'effet de différentes 
concentrations de hNPY sur les niveaux du [Ca]c et [Ca]n des CEEGs et des 
CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 17 semaines étudié en 
microscopie confocale. 
(A) La distribution et l'intensité de :fluorescence basale cytosolique et nucléaire 
du complexe Fluo-3-Ca2+ en absence du hNPY dans une CEEGs du cœur fœtal 
humain âgé de 17 semaines. (B, C, D et E) La distribution et l'intensité de 
fluorescence cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en présence de 
différentes concentrations de hNPY i.e 10-15, 10·10, 10-7 et 10-5 M, respectivement. 
(F) Délimitation du noyau à la fin de l'expérience à l'aide de la sonde des acides 
nucléiques, le Syto-11. (G) La distribution et l'intensité de :fluorescence basale 
cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en absence du hNPY dans deux 
CEEDs du cœur fœtal humain âgé de 17 semaines. (H, I, Jet K) La distribution et 
l'intensité de fluorescence cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en 
présence de différentes concentrations de hNPY i.e 10-15, 10-10, 10-7 et 10·5 M, 
respectivement. (L) Délimitation du noyau à la fin de l'expérience à l'aide de la 
sonde des acides nucléiques, le Syto-11. L'échelle de pseudo-couleur représente 
l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3-Ca2+ de 0 à 255. Les couleurs des 







Figure 26 Effet de différentes concentrations de hNPY sur les niveaux du 
[Ca]c et [Ca] 0 des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains 
âgés de 17 semaines. 
Dans les panneaux A et B, le hNPY à des concentrations entre 10-16 Met 10-5 M 
induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n libre dans les CEEGs 
du cœur fœtal humain âgé de 17 semaines. (A) Une augmentation significative du 
niveau [Ca]c est obtenue à une concentration de 10·13 M. À partir d'une 
concentration de 10·12 M, l'augmentation devient significative dans le cytosol et le 
noyau. L'augmentation soutenue des niveaux du [Ca]c et du [Ca]n libre atteint un 
maximum à une concentration de 10·5 M de hNPY. (B): Les valeurs de EC50 sont 
de 3.8 x 10·10 M pour le cytosol et de 3.0 x 10·10 M pour le noyau. Les valeurs 
sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne de 8 
expériences. Dans les panneaux Cet D, le hNPY à des concentrations entre 10·16 
M et 10-5 M induit une augmentation dose-dépendante du [Ca ]cet [Ca ]n libre dans 
les CEEDs du cœur fœtal humain âgé de 17 semaines. (C) Une augmentation 
significative du niveau [Ca]n est obtenue à une concentration de 10·13 M. À partir 
d'une concentration de 10·12 M, l'augmentation devient significative dans le 
cytosol et le noyau. L'augmentation soutenue des niveaux du [Ca]c et [Ca]n libre 
atteint un maximum à une concentration de 10·5 M de hNPY. D: Les valeurs de 
EC50 sont de 1.8 x 10·10 M pour le cytosol et de 1.1 x 10·10 M pour le noyau. Les 
valeurs sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne de 9 
expériences. <<n» est le nombre d'expériences. *p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001. 
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niveau contrôle et suite à la stimulation par le hNPY à des concentrations de 
10-15, 10-10, 10-7 et 10·5 M. Au niveau contrôle et suite à l'ajout des différentes 
concentrations de hNPY, la concentration du Ca2+ est plus élevée au niveau du 
noyau par rapport au cytosol. À la fin de chaque expérience, le noyau des cellules 
était marqué par la sonde des acides nucléiques, le syto-11, (figures 25F et 25L). 
Les figures 26A et 26C montrent l'effet des doses croissantes de hNPY 
extracellulaire sur les niveaux calciques cytosolique et nucléaire dans les CEEGs 
(figure 26A) et les CEEDs (figure 26C) isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 
17 semaines tel qu'obtenus en microscopie confocale. Les figures 26B et 26D 
montrent les courbes dose-réponse de l'effet du hNPY sur le calcium cytosolique 
et nucléaire dans les CEEGs (figure 26B) et les CEEDs (figure 26D) du cœur âgé 
de 17 semaines. Comme nous pouvons remarquer sur le panneau A de la figure 
26, l'intensité de fluorescence du Ca2+ libre nucléaire basal en absence de hNPY 
(62.4 ± 6.1; n=8) est supérieure à celle du calcium libre cytosolique (24.1 ± 0.7; 
n=8). Cette différence est maintenue avec toutes les concentrations de hNPY 
utilisées. Le hNPY à une concentration de 10-16 M n'affecte presque pas les 
niveaux du [Ca]c et [Ca]n. À des concentrations de 10-15 M et de 10-14 M de 
hNPY, nous observons une légère augmentation du [Ca]c et [Ca]n mais qui n'est 
pas encore significative par rapport au contrôle (au niveau du cytosol à 10-15 M: 
25.2 ± 1.1; au niveau du noyau à 10-15 M: 71.5 ± 6.0; au niveau du cytosol à 10-14 
M: 26.9 ± 1.1; au niveau du noyau à 10-14 M: 75.3 ± 5.7; n=8). Une concentration 
de 10-13 M de hNPY induit une augmentation significative du [Ca]c (27.9 ± 1.2; 
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p<0.05) mais pas du [Ca]n (81.3 ± 7.5); n=8. Une concentration de 10-12 M de 
hNPY induit une augmentation significative du calcium à la fois dans le cytosol et 
dans le noyau (29.2 ± 1.3; et 91.l ± 6.1, respectivement, p<0.01). une 
concentration delo-11 M de hNPY induit une augmentation hautement 
significative du [Ca]c (31.3 ± 1.1; p<0.001) et significative du [Ca]n (97.2 ± 6.4; 
p<0.01); n=8. À partir d'une concentration de 10-10 M, l'augmentation du [Ca]i 
devient hautement significative (p<0.001) dans le cytosol et dans le noyau. L'effet 
maximal est observé à une concentration de 10-5 M de hNPY où l'intensité de 
fluorescence du [Ca]c est de 51.5 ± 2.1 et du [Ca]n est de 192.2 ± 12.8, n=8. 
La figure 26C montre 1' effet des doses croissantes de hNPY sur les 
niveaux calciques cytosoliques et nucléaires des CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 17 semaines. L'intensité de fluorescence du Ca2+ libre nucléaire 
basal en absence de hNPY est de 31.9 ± 1.9; (n=9) dans le cytosol et de 67.8 ± 
4.8 (n=9) dans le noyau. Des concentrations de 10-15 M et de 10-14 M de hNPY, 
induisent une légère augmentation du [Ca]c et [Ca]n mais qui n'est pas encore 
significative par rapport au contrôle (au niveau du cytosol à 10-15 M: 34.2 ± 2.1; 
au niveau du noyau à 10-15 M: 76.1 ± 7.1; au niveau du cytosol à 10-14 M: 35.1 ± 
2.0; au niveau du noyau à 10-14 M: 79.8 ± 6.2; n=9). Une concentration de 10-13 M 
de hNPY induit une augmentation significative du [Ca]n (85.9 ± 5.8; p<0.05) mais 
pas du [Ca]c (36.7 ± 2.1); n=9. Une concentration de 10-12 M de hNPY induit une 
augmentation significative du [Ca]c (38.7.7 ± 2.1; p<0.05) et du [Ca]n (93.9 ± 5.6; 
p<0.01) n=9. À une concentration de 10-11 M de hNPY, l'augmentation devient 
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hautement significative au mveau nucléaire (100.0 ± 4.5; p<0.001) et 
significative au niveau cytosolique (41.2 ± 2.2; p<0.01); n=9. À partir d'une 
concentration de 10-10 M, l'augmentation du [Ca]i devient hautement significative 
(p<0.001) dans le cytosol et dans le noyau. L'effet maximal est observé à une 
concentration de 10-5 M de hNPY où l'intensité de fluorescence du [Ca]c est de 
70.1 ± 3.9 et du [Ca]n est de 194.3 ± 9.2; n=9. 
Les figures 26B et 26D montrent les courbes dose-réponses de l'effet du 
hNPY sur le Ca2+ cytosolique et nucléaire des CEEGs (figure 26B) et des CEEDs 
(figure 26D) isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 17 semaines. Comme 
nous pouvons remarquer, des concentrations de 10-16 M à 10-5 M de hNPY 
induisent des augmentations dose-dépendantes du [Ca]c et [Ca]n. Dans les CEEGs, 
l'EC50 est de 3.8 x 10-10 Mau niveau du cytosol et de 3.0 x 10-10 Mau niveau du 
noyau (n=8), alors que, dans les CEEDs, l'EC5o est de 1.8 x 10-10 M pour le 
cytosol et de 1.1 x 10-10 M pourle noyau (n=9) (voir tableau 7). 
En conclusion, ces résultats montrent que le hNPY induit une 
augmentation du [Ca]c et [Ca]n d'une façon concentration-dépendante dans les 
CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 17 semaines avec 
des EC50 de l'ordre de 10-10 M dans les CEEGs et les CEEDs. De plus, nos 
résultats démontrent que les EC50 au niveau cytosolique sont similaires à ceux 
obtenus au niveau nucléaire. Ceci suggère que l'augmentation calcique nucléaire 
induite par le hNPY est due à l'augmentation du calcium cytosolique. 
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3.3.3. Effet de concentrations croissantes de hNPY sur le niveau basal du 
[Ca]c et [Ca] 0 des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains 
âgés de 20 semaines et de rats adultes. 
Dans cette série d'expériences, nous avons testé l'effet de concentrations 
croissantes de hNPY extracellulaire (10-17 à 10-5 M) sur le niveau calcique basal 
cytosolique et nucléaire des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 20 semaines et de rats adultes. 
La figure 27 montre l'effet de doses croissantes de hNPY sur le [Ca]c et 
[Ca]0 d'une CEEG (A, B, C, D et E) et d'une CEED (G, H, I, J et K) du cœur 
fœtal humain âgé de 20 semaines. Nous pouvons distinguer dans cette figure, la 
distribution calcique cytosolique et nucléaire au niveau contrôle et suite à la 
stimulation par le hNPY à des concentrations de 10-15, 10-10, 10-7 et 10-5 M, 
respectivement. Au niveau contrôle et suite à l'ajout des différentes 
concentrations de hNPY, la concentration du Ca2+ est plus élevée au niveau du 
noyau par rapport au cytosol. À la fin de chaque expérience, le noyau des cellules 
est marqué par la sonde des acides nucléiques, le syto-11, (figures 27F et 27L). 
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Figure 27 Expérience représentative de l'effet de différentes 
concentrations de hNPY sur les niveaux du [Ca]c et [Ca]n des CEEGs et des 
CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines étudiées en 
microscopie confocale. 
(A) La distribution et l'intensité de fluorescence basale cytosolique et nucléaire 
du complexe Fluo-3-Ca2+ en absence du hNPY dans une CEEGs du cœur fœtal 
humain âgé de 20 semaines. (B, C, D et E) La distribution et l'intensité de 
fluorescence cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en présence de 
différentes concentrations de hNPY i.e 10-15, 10-10, 10-7 et 10-5 M, respectivement. 
(F) Délimitation du noyau à la fin de l'expérience à l'aide de la sonde des acides 
nucléiques, le Syto-11. (G) La distribution et l'intensité de fluorescence basale 
cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en absence du hNPY dans une 
CEED du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. (H, I, J et K) La distribution et 
l'intensité de fluorescence cytosolique et nucléaire du complexe Fluo-3-Ca2+ en 
présence de différentes concentrations de hNPY i.e 10-15, 10-10, 10-7 et 10-5 M, 
respectivement. (L) Délimitation du noyau à la fin de l'expérience à l'aide de la 
sonde des acides nucléiques, le Syto-11. L'échelle de pseudo-couleur représente 
l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3-Ca2+ de 0 à 255. Les couleurs des 







Les panneaux A et C de la figure 28 montrent l'effet des doses croissantes 
de hNPY sur les niveaux calciques cytosoliques et nucléaires dans les CEEGs 
(figure 28A) et les CEEDs (figure 28C) isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 
20 semaines tel qu'obtenus en microscopie confocale . Les panneaux B et D de la 
figure 28 montrent les courbes dose-réponses de l'effet de hNPY sur le calcium 
cytosolique et nucléaire dans les CEEGs (figure 28B) et les CEEDs (figure 28D) 
isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. Comme nous pouvons 
remarquer sur la figure 28A, l'intensité de fluorescence du Ca2+ libre nucléaire 
basal en absence de hNPY (62.1 ± 5.3; n=l4) est supérieure à celle du calcium 
libre cytosolique (28.5 ± 1.2; n=l4). Cette différence est maintenue en présence 
de toutes les concentrations de hNPY utilisées. À des concentrations très faibles 
de hNPY de l'ordre de 10-17 M et de 10-16 M, nous observons une légère 
augmentation du [Ca]c et du [Ca]n mais qui n'est pas encore significative par 
rapport au contrôle (au niveau du cytosol à 10-17 M: 30.3 ± 1.3; au niveau du 
noyau à 10-17 M: 66.3 ± 5.2; au niveau du cytosol à 10-16 M: 31.6 ± 1.2; au niveau 
du noyau à 10-16 M: 72.8 ± 5.5; n=l4). Des concentrations de 10-15 Met 10-14 M 
de hNPY induisent une augmentation significative du [Ca]c (au niveau du cytosol 
à 10-15 M: 32.4 ± 1.4; p<0.05; au niveau du cytosol à 10-14 M: 32.7 ± 1.3; p<0.05) 
mais pas du [Ca]n (au niveau du noyau à 10-15 M: 74.5 ± 5.6; au niveau du noyau à 
10-14 M: 77.1 ± 5.6); n=l4. Une concentration de 10-13 M de hNPY induit une 
augmentation significative du calcium à la fois dans le cytosol et dans le noyau 
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Figure 28 Effet de différentes concentrations de hNPY sur les niveaux du 
[Ca]c et [Ca]n des CEEGs et des CEEDs des cœurs fœtaux humains âgés de 
20 semaines. 
Dans les panneaux A et B, le hNPY à des concentrations entre 10-17 Met 10-5 M 
induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n libre dans les CEEGs 
du cœur fü~tal humain âgé de 20 semaines. (A) Une augmentation significative du 
niveau [Ca]c est obtenue à des concentrations de 10-15 Met 10-14 M. À partir d'une 
concentration de 10-13 M, l'augmentation devient significative dans le cytosol et le 
noyau. L'augmentation soutenue des niveaux du [Ca]c et du [Ca]n libre atteint un 
maximum à une concentration de 10-5 M de hNPY. (B) Les valeurs de EC50 sont 
de 3.6 x 10-11 M pour le cytosol et de 5.8 x 10-11 M pour le noyau. Les valeurs 
sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne de 14 
expériences. Dans les panneaux Cet D, le hNPY à des concentrations entre 10-17 
Met 10-5 M induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n libre dans 
les CEEDs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. (C) Une augmentation 
significative du niveau [Ca]n est obtenue à des concentrations de 10-15 M et 10-14 
M. À partir d'une concentration de 10-13 M, l'augmentation devient significative 
dans le cytosol et le noyau. L'augmentation soutenue des niveaux du [Ca]c et du 
[Ca]n libre atteint un maximum à une concentration de 10-5 M de hNPY. (D) Les 
valeurs de EC50 sont de 1.1 X 10-10 M pour le cytosol et de 2.4 X 10-10 M pour le 
noyau. Les valeurs sont présentées comme moyennes ± erreur standard de la 
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(33.8 ± 1.3; p<0.01 et 81.4 ± 5.5; p<0.05; respectivement). De même, une 
concentration de 10-12 M de hNPY induit une augmentation significative du [Ca]c 
et [Ca]n (35.5 ± 1.4; p<0.01, 88.2 ± 6.2; p<0.01 respectivement); n=14. À partir 
d'une concentration de 10-11 M, l'augmentation du [Ca]i devient hautement 
significative (p<0.001) dans le cytosol et dans le noyau. L'effet maximal est 
observé à une concentration de 10-5 M de hNPY où l'intensité de fluorescence du 
[Ca]c est de 53.4 ± 3.0 et du [Ca]n est de 178.6 ± 10.6; n=l4. 
La figure 28C montre l'effet des doses croissantes de hNPY sur les 
niveaux calciques cytosoliques et nucléaires des CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 20 semaines. L'intensité de fluorescence du Ca2+ libre nucléaire 
basal en absence de hNPY est de 28.2 ± 1.6; (n=6) dans le cytosol et de 61.4 ± 
5.9 (n=6) dans le noyau. Des faibles concentrations de hNPY (10-17 Met de 10-16 
M) induisent de légères augmentations du [Ca]c et [Ca]n mais qui ne sont pas 
encore significatives par rapport au niveau contrôle (au niveau du cytosol à 10-17 
M: 29.9 ± 0.7; au niveau du noyau à 10-17 M: 67.8 ± 3.7; au niveau du cytosol à 
10-16 M: 31.7 ± 0.6; au niveau du noyau 10-16 M: 74.3 ± 2.6; n=6). Une 
concentration de 10-15 M de hNPY induit une augmentation significative du [Ca]n 
(78.8 ± 3.8; p<0.05) mais pas du [Ca]c (32.7 ± 1.2); n=6. Des concentrations de 
10-14 M, 10-13 M et 10-12 M de hNPY induisent des augmentations significatives 
du [Ca]c (à 10-14 M: 33.6 ± 1.5; p<0.05; à 10-13 M: 33.8 ± 1.6; p<0.05; à 10-12 M: 
35.5 ± 1.7; p<0.05, respectivement) et du [Ca]n (à 10-14 M: 82.4 ± 4.7; p<0.05; à 
10-13 M: 83.5 ± 5.0; p<0.05; à 10-12 M: 92.4 ± 5.2; p<0.01, respectivement) n=6. 
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À partir d'une concentration de 10-11 M, l'augmentation du [Ca]i devient 
hautement significative (p<0.001) dans le cytosol et dans le noyau. L'effet 
maximal est observé à une concentration de 10-5 M de hNPY où l'intensité de 
fluorescence du [Ca]c est de 53.3 ± 3.0 et du [Ca]n est de 190.2 ± 9.4; n=6. 
Les figures 28B et 28D montrent les courbes dose-réponses de l'effet du 
NPY sur le Ca2+ cytosolique et nucléaire des CEEGs (figure 28B) et des CEEDs 
(figure 28D) isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. Comme 
nous pouvons remarquer, des concentrations de 10-17 M à 10-5 M de hNPY 
induisent des augmentations dose-dépendantes du [Ca]c et [Ca]n. Dans les CEEGs, 
l'EC50 est de 3.6 x 10-11 M pour le cytosol et de 5.8 x 10-11 M pour le noyau, 
(n=l4) alors que, dans les CEEDs, l'EC50 est de 1.1 x 10-10 M pour le cytosol et 
de 2.4 x 10-10 M pour le noyau(n=6) (voir tableau 7). Ces résultats suggèrent que 
chez le fœtus humain âgé de 20 semaines, les CEEGs deviennent plus sensibles au 
hNPY que les CEEDs. 
De plus, le fait que nous n'avons pas accès à des tissus fœtaux plus âgés 
que 20 semaines et vu qu'il est presque impossible d'avoir des CEEs d'origine 
adulte humaine, nous avons utilisé des CEEs de rats adultes. Les cellules isolées 
des côtés ventriculaires droit et gauche ont été utilisées afin de tester l'effet de 
concentrations croissantes de hNPY extracellulaire (10-17 à 10-5 M) sur le niveau 
calcique basal cytosolique et nucléaire. Nos résultats ont démontré que le hNPY 
induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n dans les CEEGs et les 
CEEDs de rat adulte (figures 29A et 29B). Après le calcul des EC50 (CEEGs 
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Figure 29 Effet de différentes concentrations de hNPY sur les niveaux du 
[Ca]c et [Ca] 0 des CEEGs et des CEEDs de rats adultes. 
(A) Courbe dose-réponse de l'effet du hNPY sur le [Ca]c et [Ca]n des CEEGs de 
rat adulte. L'ajout de doses croissantes de hNPY (10-17 M à 10-5 M) induit une 
augmentation dose-dépendante du [Ca]c et [Ca]n avec un EC50 de 2.3 x 10-11 M 
pour le cytosol et de 5.9 x 10-11 M pour le noyau. (B) Courbe dose-réponse de 
l'effet du hNPY sur le [Ca]c et [Ca]n des CEEDs de rat adulte. L'ajout de doses 
croissantes de hNPY (10-17 M à 10-5 M) induit une augmentation dose-dépendante 
du [Ca]c et [Ca]n avec un EC5o de 1.0 x 10·10 M pour le cytosol et de 1.7 x 10-10 M 
pour le noyau. «n» est le nombre d'expériences. À noter qu'il n'y a aucune 
différence significative entre les deux courbes des panneaux A ou B. 
A) Courbe dose-réponse de l'effet du hNPY sur le niveau calcique des 
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cytosol: 2.3 x 10-11 M; CEEGs noyau: 5.9 x 10-11 M (n=3); CEEDs cytosol: 1.0 x 
10-10 M; CEEDs noyau: 1.7 x 10-10 M; (n=3)), nos résultats ont démontré aussi 
que chez le rat adulte les CEEGs sont plus sensibles au hNPY que les CEEDs 
avec des valeurs similaires à celles obtenues pour les CEEGs et les CEEDs isolées 
des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines (voir tableau 7). 
En conclusion, ces résultats montrent que le hNPY induit une 
augmentation du [Ca]c et [Ca]n d'une façon dose-dépendante. Le tableau 7 résume 
les résultats présentés dans cette section. Comme on peut le remarquer, les EC50 
obtenues pour les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17, 20 
semaines et de rats adultes, au niveau cytosolique et nucléaire, sont du même 
ordre i.e. 10-10 M. Cependant, les EC50 obtenues pour les CEEGs montrent une 
diminution en fonction de l'âge et ce au niveau cytosolique et nucléaire. Par 
contre, à l'âge fœtal de 20 semaines, les valeurs sont très similaires à celles 
obtenues pour les CEEGs de rat adulte aussi bien au niveau cytosolique que 
nucléaire et sont de l'ordre de 10-11 M. Ceci suggère que les CEEDs et les CEEGs 
isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines sont un bon modèle de 
cellules adultes afin d'étudier les effets du NPY, vu que les cellules humaines 
adultes ne sont pas disponibles. 
170 
3.4. Effet de l'administration des antagonistes des récepteurs Y 1 et Y 2 sur 
l'augmentation soutenue du [Ca]c et [Ca] 0 induite par le hNPY dans les 
CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Dans cette série d'expériences, nous avons vérifié si les récepteurs Y1 
et/ou Y2 sont impliqués dans l'augmentation soutenue du [Ca]c et [Ca]n induite par 
le NPY dans les CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 
20 semaines. La concentration du NPY choisie pour effectuer ces expériences est 
de 10·9 M, une concentration près de l'EC50 et qui est capable de produire une 
augmentation soutenue, mais non saturante, du calcium cytosolique et nucléaire. 
3.4.1. Effet préventif de l'administration de l'antagoniste du récepteur Yi, le 
BIB03304, sur l'augmentation soutenue du niveau basal du [Ca]c et [Ca] 0 
induite par le hNPY dans les CEEGs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 
semaines. 
En utilisant la technique d'immunofluorescence indirecte et la microscopie 
confocale, nous avons démontré la présence du récepteur Y 1 dans les CEEGs 
isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines (voir la section 3.1.3). 
Afin d'étudier le rôle du récepteur Y1 dans la réponse calcique induite par le 
hNPY dans ces cellules, nous avons utilisé un antagoniste non-peptidique, le 
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BIB03304, un bloqueur hautement sélectif du récepteur Y1 (WIELAND et al., 
1998; DUMONT et al. 2000; 2000b). 
En utilisant la microscopie confocale et la sonde calcique, le Fluo 3-AM, 
les cellules sont enregistrées au début de chaque expérience afin de déterminer le 
niveau basal du calcium cytosolique et nucléaire. Des coupes optiques sériées sont 
généres afin de reconstruire la distribution intracellulaire du Ca2+ libre en 3-D 
dans un milieu dépourvu contrôle. Pour toutes les expériences en mode préventif, 
les cellules sont stimulées d'une façon préalable par une concentration de 10-9 M 
de hNPY. La figure 30 montre un exemple typique du niveau du [Ca]c et [Ca]11 
des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines et la figure 31 
illustre la moyenne des mesures de l'intensité de fluorescence du [Ca]c et [Ca]11 
(n=4). Comme on peut remarquer à la figure 31, au niveau contrôle, les cellules 
démontrent un niveau calcique nucléaire supérieur à celui du cytosol (66.5 ± 2.7 
et 25.l ± 1.1 (n=4), respectivement). Cette distribution du Ca2+ a déjà été 
rapportée par BKAILY et al (1996). Suite à l'addition du hNPY, nous observons, 
comme prévu, une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]11 (cytosol: 34.1 ± 
2.0; noyau: 91.8 ± 4.3; n=4; p<0.01). Une fois l'augmentation des niveaux de 
[Ca]c et [Ca]11 est soutenue, le hNPY est lavé du milieu extracellulaire et comme le 
montre les figures 30 et 31, on observe un retour du [Ca]c et [Ca]11 au 
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Figure 30 Expérience représentative de l'effet préventif de l'antagoniste 
du récepteur Yi, le BIB03304, sur l'augmentation du niveau de [Ca]c et 
[Ca] 0 induite par le hNPY dans les CEEGs isolées des cœurs fœtaux âgés de 
20 semaines. 
(A) En milieu contrôle, la cellule montre un niveau de [Ca]i légèrement plus élevé 
dans le noyau en comparaison avec le cytosol. (B) L'ajout du hNPY à une 
concentration de 10-9 M induit une augmentation significative des niveaux du 
[Ca]c et [Ca]n· (C) Lavage du hNPY du milieu extracellulaire ramène le [Ca]c et le 
[Ca]n presque au niveau contrôle. (D) L'ajout de l'antagoniste du récepteur Y1 (le 
BIB03304, 10-6 M), n'a pas d'effet sur les niveaux du [Ca]c et [Ca]n. (E) En 
présence du BIB03304, l'addition du hNPY, à une concentration de 10-9 M, 
n'affecte pas les niveaux du [Ca]c et [Ca]n. (F) Délimitation du noyau à l'aide de 
la sonde des acides nucléiques, le Syto-11. La représentation des images est 
indiquée selon une échelle de pseudo-couleur représentant l'intensité de 
fluorescence du complexe Fluo-3-Ca2+ allant de 0 à 255. Les couleurs du panneau 
F n'ont aucune valeur mesurable. L'échelle de mesure en blanc est en µm. 
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Figure 31 Effet préventif de l'antagoniste du récepteur Y1 (BIB03304) 
sur l'augmentation du [Ca]c et [Ca] 0 induite par le hNPY dans les CEEGs 
isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Cet histogramme représente la mesure de l'intensité de fluorescence du [Ca]c et 
[Ca]n des CEEGs du cœur fœtal âgé de 20 semaines. L'ajout du hNPY (10-9 M) 
induit une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n par rapport à leur niveau 
basal. Le lavage du hNPY du milieu extracellulaire ramène les niveaux calciques 
cytosolique et nucléaire presque aux valeurs contrôles. L'ajout de l'antagoniste du 
récepteur Y1, le BIB03304 (10-6 M), n'induit pas une augmentation du [Ca]i. En 
présence du BIB03304, l'addition du hNPY (10-9 M) n'induit pas une 
augmentation du [Ca]c et [Ca]n. Les valeurs sont représentées comme moyennes± 
erreur standard de la moyenne avec le nombre d'expériences indiqué entre 
parenthèses. **p <0.01. Pour les mesures du calcium en 3-D, les valeurs de 
l'intensité de fluorescence calcique cytosolique et nucléaire sont obtenues à partir 
de cellules reconstruites en 3-D, suite à l'enregistrement d'images optiques 
sériées. 
Effet préventif de l'antagoniste du récepteur Y 1 (BIB03304) sur l'augmentation du 
[Ca]c et du [Ca]n induite par le hNPY dans les CEEGs du cœur foetal âgé de 20 semaines 
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niveau basal. Par la suite, l'antagoniste sélectif du récepteur Y1, le BIB03304, est 
ajouté à une concentration de 10-6 M connue pour bloquer complètement ce type 
de récepteur (DUMONT et al., 2000; 2000a). L'ajout de cet antagoniste n'induit 
pas d'augmentation du calcium intracellulaire (cytosol: 31.5 ± 2.9; noyau: 69.0 ± 
3.5; n=4). En présence du BIB03304, l'addition subséquente d'une concentration 
de 10-9 M de hNPY n'affecte pas le [Ca]c et [Ca]n (cytosol 32.6 ± 2.7; noyau: 70.6 
± 2.8; n=4). Ces résultats montrent que l'effet du hNPY sur le [Ca]c et [Ca]n est 
complètement réversible et que l'antagoniste du récepteur Y1, le BIB03304, est 
capable de prévenir complètement l'effet du hNPY sur la réponse calcique 
cytosolique et nucléaire des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 
semaines, suggérant ainsi une implication du récepteur Y 1 dans la réponse 
calcique induite par le hNPY au niveau de ces cellules. 
3.4.2. Effet préventif de l'administration de l'antagoniste du récepteur Y 2, le 
BIIE0246, sur l'augmentation soutenue du niveau basal du [Ca]c et [Ca] 0 
induite par le hNPY dans les CEEGs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 
semaines. 
Dans cette série d'expériences, nous avons vérifié si le récepteur Y2 
participe également à l'effet du hNPY sur les CEEGs du cœur fœtal âgé de 20 
semaines. Nous avons donc utilisé un antagoniste sélectif du récepteur Y 2, le 
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BIIE0246, à une concentration de 1 o-6 M connue pour bloquer complètement ce 
type de récepteur (DOODs et al., 1999; DUMONT et al., 2000a; 2000b). 
En utilisant la microscopie confocale et la sonde Fluo 3-AM sensible au 
Ca2+, nous avons déterminé le niveau de [Ca]c et [Ca]n des cellules. La figure 32 
illustre un exemple type du niveau de [Ca]c et [Ca]n d'une CEEG et la figure 33 
montre la compilation des mesures d'intensité de fluorescence du [Ca]c et [Ca]n de 
ces cellules (n=4). Comme la série d'expériences précédente, nous avons stimulé 
les cellules avec une concentration de 10-9 M de hNPY, et comme le montre la 
figure 33, nous observons une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n 
(cytosol: 32.9 ± 1.2; noyau: 96.4 ± 4.8; n=4; p<0.01) par rapport au contrôle 
(cytosol: 24.3 ± 1.5; noyau: 63.8 ± 3.3; n=4). Le lavage du hNPY du milieu 
extracellulaire ramène le calcium intracellulaire au niveau basal ( cytosol: 26.2 ± 
1.3; noyau: 68.2 ± 3.1; n=4). L'ajout du BIIE0246 n'affecte pas les niveaux 
calciques cytosoliques et nucléaires (cytosol: 27.6 ± 0.7; noyau: 69.8 ± 3.6; n=4). 
Cependant, l'ajout du hNPY (10-9 M) en présence de l'antagoniste sélectif du 
récepteur Y 2, amène une élévation significative du Ca2+ dans le cytosol et dans le 
noyau (cytosol: 32.7 ± 0.8; noyau: 95.4 ± 3.0; n=4; p<0.01). 
Ces résultats suggèrent donc que les récepteurs Y 2 ne semblent pas être 
impliqués dans la réponse calcique cytosolique et nucléaire induite par le hNPY 
dans les CEEGs âgées de 20 semaines. Ces résultats confirment ceux obtenus en 
utilisant l'antagoniste du récepteur Y 1 et démontrent que l'effet du NPY sur les 
CEEGs est uniquement médié via les recepteurs Y 1• 
178 
Figure 32 Absence d'effet préventif de l'antagoniste du récepteur Y2, le 
BIIE0246, sur l'augmentation du niveau de [Ca]c et [Ca]n induite par le 
hNPY dans les CEEGs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
(A) En milieu contrôle, la cellule montre un niveau de [Ca]i légèrement plus élevé 
dans le noyau en comparaison avec le cytosol. (B) L'ajout du hNPY à une 
concentration de 10-9 M induit une augmentation significative du niveau de [Ca]c 
et [Ca]n. (C) Lavage du hNPY du milieu extracellulaire ramène le [Ca]c et le [Ca]n 
presque au niveau contrôle. (D) L'ajout de l'antagoniste du récepteur Y2 (le 
BIIE0246, 10-6 M) n'a pas d'effet sur le niveau du [Ca]c et [Ca]n. (E) En présence 
du BIIE0246, l'addition du hNPY à une concentration de 10-9 M induit une 
augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n. (F) Délimitation du noyau à l'aide 
de la sonde des acides nucléiques, le Syto-11. L'échelle de pseudo-couleur 
représente l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3-Ca2+ allant de 0 à 255. 
Les couleurs du panneau F n'ont aucune valeur mesurable. L'échelle de mesure 
en blanc est en µm. 
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Figure 33 Effet préventif de l'antagoniste du récepteur Y 2 (BIIE0246) sur 
l'augmentation du [Ca]c et [Ca]n induite par le hNPY dans les CEEGs isolées 
des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Cet histogramme représente la mesure de l'intensité de fluorescence du [Ca]c et 
[Ca]n des CEEGs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. L'ajout du hNPY 
(10-9 M) induit une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n par rapport à leur 
niveau basal. Le lavage du hNPY du milieu extracellulaire ramène les niveaux 
calciques cytosoliques et nucléaires presque aux valeurs contrôles. L'ajout de 
l'antagoniste du récepteur Y2, leBIIE0246 (10-6 M) n'induit pas une augmentation 
du [Ca]i. En présence du BIIE0246, l'addition du hNPY (10-9 M) produit une 
augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n. Les valeurs sont représentées comme 
moyennes± erreur standard de la moyenne avec le nombre d'expériences indiqué 
entre parenthèses. **p <0.01. Pour les mesures du calcium en 3-D, les valeurs de 
l'intensité de fluorescence calcique cytosolique et nucléaire sont obtenues à partir 
de cellules reconstruites en 3-D, suite à l'enregistrement d'images optiques 
sériées. 
Effet préventif de l'antagoniste du récepteur Y2 (BIIE0246) sur l'augmentation du 
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3.4.3. Effet préventif de l'administration de l'antagoniste du récepteur Yi, le 
BIB03304, sur l'augmentation soutenue du niveau basal du [Ca]c et [Ca] 0 
induite par le NPY dans les CEEDs isolées des cœurs f œtaux âgés de 20 
semaines. 
Comme démontré précédemment, le récepteur Y 1 est aussi exprimé dans 
les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines, mais la 
densité de ce récepteur est plus faible au niveau des CEEs isolées à partir du 
ventricule droit par rapport à celles isolées à partir du ventricule gauche (voir la 
section 3 .1.3 pour détails). Dans cette série d'expériences, nous avons étudié 
l'implication du récepteur Y1 dans la réponse calcique induite par le hNPY dans 
les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. 
Toujours en utilisant la microscopie confocale et la sonde Fluo 3-AM 
sensible au calcium, nous avons enregistré le niveau contrôle du [Ca]i afin de 
déterminer le niveau basal du [Ca]c et [Ca]0 • Par la suite, nous avons stimulé les 
cellules avec une concentration de 10·9 M de hNPY. La figure 34 montre un 
exemple typique du niveau de [Ca]c et [Ca]n au niveau des CEEDs du cœur fœtal 
âgé de 20 semaines et la figure 35 montre la compilation des mesures d'intensité 
de fluorescence correspondantes. Dans ces cellules le hNPY induit une 
augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n (cytosol: 30.5 ± 0.5; noyau: 81.1 ± 
1.2; n=3; p<0.01) par rapport au niveau contrôle (cytosol: 25.5 ± 0.7; noyau: 65.2 
± 2.2; n=3). Une fois le hNPY est lavé du milieu extracellulaire, les niveaux du 
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Figure 34 Effet préventif partiel de l'antagoniste du récepteur Yi, le 
BIB03304, sur l'augmentation du niveau de [Ca]c et [Ca]n induite par le 
hNPY dans les CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
(A) En milieu contrôle, la cellule montre un niveau de [Ca]i légèrement plus élevé 
dans le noyau en comparaison avec le cytosol. (B) L'ajout du hNPY à une 
concentration de 10-9 M induit une augmentation significative du niveau du [Ca]c 
et [Ca]n- (C) Lavage du hNPY du milieu extracellulaire ramène le [Ca]c et [Ca]n 
presque au niveau contrôle. (D) L'ajout de l'antagoniste du récepteur Y1 (le 
BIB03304, 10-6 M) n'a pas d'effet sur le niveau de [Ca]c et de [Ca]n. (E) En 
présence du BIB03304, l'addition du hNPY à une concentration de 10-9 M induit 
une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n. (F) Délimitation du noyau à 
l'aide de la sonde des acides nucléiques, le Syto-11. L'échelle de pseudo-couleur 
représente l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3-Ca2+ allant de 0 à 255. 
Les couleurs du panneau F n'ont aucune valeur mesurable. L'échelle de mesure 
en blanc est en µm. 
0 255 
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Figure 35 Effet préventif partiel de l'antagoniste du récepteur Y 1 
(BIB03304) sur l'augmentation du [Ca]c et [Ca]n induite par le hNPY dans 
les CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Cet histogramme représente la mesure de l'intensité de fluorescence du [Ca]c et 
[Ca!n des CEEDs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. L'ajout du hNPY 
(10- M) induit une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]npar rapport à leur 
niveau basal. Le lavage du hNPY du mileu extracellulaire ramène les niveaux 
calciques cytosolique et nucléaire presque aux valeurs contrôles. L'ajout de 
l'antagoniste du récepteur Yi, le BIB03304 (10-6 M) n'induit pas une 
augmentation du [Ca]i. En présence du BIB03304, l'addition du hNPY (10-9 M) 
induit une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n- Les valeurs sont 
représentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne avec le nombre 
d'expériences indiqué entre parenthèses. *p<0.05, **p <0.01. Pour les mesures du 
calcium en 3-D, les valeurs de l'intensité de fluorescence calcique cytosoliques et 
nucléaires sont obtenues à partir de cellules reconstruites en 3-D. 
Effet préventif de l'antagoniste du récepteur Y1 (BIB03304) sur l'augmentation du 
[Ca]c et du [Ca]n induite par le hNPY dans les CEEDs du cœur fœtal âgé de 20 semaines 
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[Ca]c et [Ca]n retournent au niveau basal (cytosol: 26.3 ± 1.0; noyau: 66.2 ± 1.9; 
n=3). En absence du NPY l'ajout du BIB03304 (10-6 M) n'affecte pas le niveau 
du calcium intracellulaire (cytosol: 26.2 ± 1.0; noyau: 61.1 ± 3.3; n=3). 
Cependant, en présence de l'antagoniste des récepteurs Y1 l'ajout d'une 
concentration de io-9 M de hNPY à induit une augmentation significative du [Ca]c 
et [Ca] 0 (cytosol: 29.7 ± 0.9; noyau: 77.6 ± 3.1; n=3; p<0.05) mais qui est moindre 
que celle induite par le hNPY en absence de l'antagoniste. 
En conclusion, ces résultats suggèrent que le récepteur Yi est impliqué en 
partie dans l'effet du hNPY sur le [Ca]c et [Ca]n dans les CEEDs isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés 20 semaines. 
3.4.4. Effet de l'antagoniste du récepteur Y2, le BIIE0246, sur l'augmentation 
soutenue du niveau basal du [Ca]c et [Ca]n induite par le hNPY dans les 
CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Dû au fait que le récepteur Y 1 semble être partiellement impliqué dans 
l'augmentation du [Ca]c et [Ca]n au niveau des CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 20 semaines, dans cette partie de l'étude, nous avons vérifié si le 
récepteur Y2 participe à l'effet du hNPY sur l'augmentation du calcium 
intracellulaire au niveau de ces cellules. Comme précédemment, nous avons 
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utilisé le BIIE0246, un antagoniste sélectif du récepteur Y 2, à une concentration 
de 10-6 M. 
Nous avons déterminé les niveaux calciques cytosoliques et nucléaires à 
l'intérieur des CEEDs, grâce à l'enregistrement d'images obtenues à partir de 
coupes optiques sériées des cellules. De cette façon, à l'aide de la microscopie 
confocale et la sonde calcique Fluo 3-AM, il a été possible de procéder à l'analyse 
de la distribution tridimensionnelle du ca2+ intracellulaire, ainsi qu'à la 
visualisation du complexe Fluo 3/Ca2+ à l'intérieur du cytosol et du noyau des au 
niveau contrôle et suite à la stimulation par différentes substances 
pharmacologiques. 
Après avoir enregistré le [Ca]i des cellules au niveau contrôle, nous avons 
tout d'abord stimulé les cellules avec le hNPY (10-9 M). La figure 36 montre un 
exemple typique du niveau du [Ca]c et [Ca]n dans les CEEDs d'origine fœtale 
humaine âgées de 20 semaines. La figure 37 illustre la compilation des mesures 
d'intensité de fluorescence du [Ca]c et [Ca]n correspondantes. Comme le montre 
les figures 36 et 37, le hNPY induit une augmentation significative du [Ca]c et du 
[Ca]n (cytosol: 30.4 ± 0.9; noyau: 82.6 ± 2.3; n=4; p<0.01) par rapport au contrôle 
(cytosol: 25.5 ± 0.6; noyau: 59.7 ± 3.1; n=4). Suite au lavage du hNPY du milieu 
extracellulaire, le niveau du calcium intracellulaire retourne au niveau basal 
(cytosol: 25.2 ± 0.8; noyau: 60.5 ± 6.0; n=4). L'ajout du BIIE0246 (10-6 M) 
n'induit pas une augmentation du [Ca]c et [Ca]n (cytosol: 25.3 ± 0.7; noyau: 65.4 
± 2.9; n=4). Cependant, en présence de cet antagoniste, l'ajout d'une 
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Figure 36 Expérience représentative de l'effet préventif partiel de 
l'antagoniste du récepteur Y2, le BUE0246, en mode préventif sur 
l'augmentation du niveau de [Cale et [Ca]n induite par le hNPY dans les 
CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
(A) En milieu contrôle, la cellule montre un niveau de [Ca]i légèrement plus élevé 
dans le noyau en comparaison avec le cytosol. (B) L'ajout du hNPY à une 
concentration de l 0-9 M induit une augmentation significative des niveaux du 
[Ca]c et [Ca]n. (C) Le lavage du hNPY du milieu extracellulaire ramène le [Ca]c et 
le [Ca]n presque au niveau contrôle. (D) L'ajout de l'antagoniste du récepteur Y2 
(le BIIE0246, 10-6 M) n'a pas d'effet sur le niveau du [Ca]c et [Ca]n. (E) En 
présence du BIIE0246, l'addition du hNPY à une concentration de 10-9 M, produit 
une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]0 • (F) Délimitation du noyau à 
l'aide de la sonde des acides nucléiques, le Syto-11. L'échelle de pseudo-couleur 
représente l'intensité de fluorescence du complexe Fluo-3-Ca2+ allant de 0 à 255. 
Les couleurs du panneau F n'ont aucune valeur mesurable. L'échelle de mesure 




Figure 37 Effet préventif partiel de l'antagoniste du récepteur Y2 
(BHE0246) sur l'augmentation du (Ca]c et [Ca] 0 induite par le hNPY dans les 
CEEDs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Cet histogramme représente la mesure de l'intensité de fluorescence du [Ca]c et 
[Caln des CEEDs du cœur fœtal humain âgé de 20 semaines. L'ajout du hNPY 
(10- M) induit une augmentation significative du [Ca]c et [Ca]n par rapport à leur 
niveau basal. Le lavage du hNPY du milieu extracellulaire ramène les niveaux 
calciques cytosoliques et nucléaires presque aux valeurs contrôles. L'ajout de 
l'antagoniste du récepteur Y2, le BIIE0246(10-6 M), n'induit pas une 
augmentation du [Ca]i. En présence du BIIE0246, l'addition du hNPY (10-9 M) 
induit une augmentation significative du [Ca)c et [Ca]n. Les valeurs sont 
représentées comme moyennes ± erreur standard de la moyenne avec le nombre 
d'expériences indiqué entre parenthèses. *p<0.05, **p <0.01. Pour les mesures du 
calcium en 3-D, les valeurs de l'intensité de fluorescence calcique cytosolique et 
nucléaire sont obtenues à partir de cellules reconstruites en 3-D, suite à 
l'enregistrement d'images optiques sériées. 
Effet préventif de lantagoniste du récepteur Y 2 (BUE0246) sur l'augmentation du 
[Ca]c et du [Ca]n induite par le hNPY dans les CEEDs du cœur fœtal âgé de 20 semaines 
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concentration de 10-9 M de hNPY induit une augmentation significative du niveau 
de calcium cytosolique et nucléaire (cytosol: 28.9 ± 0.9; noyau: 76.8 ± 2.2; n=4; 
p<0.05) mais qui reste inférieure à l'augmentation induite par le hNPY en absence 
de l'antagoniste. 
Ces résultats suggèrent que le récepteur Y2 est impliqué en partie dans la 
réponse calcique induite par le hNPY dans les CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 20 semaines. 
3.5. Synthèse et sécrétion du NPY par les CEEs isolées des cœurs fœtaux âgés 
de 20 semaines. 
La synthèse et la sécrétion du NPY ont été étudiées surtout au niveau des 
neurones sympathiques (ZUKOWSKA-GROJEC et WAHLESTDET, 1993). 
Plusieurs études ont rapporté que ces deux phénomènes nécessitent une activité 
nerveuse très élevée suivie par une augmentation significative du calcium 
intracellulaire via l'activation des canaux calciques dépendants du voltage de type 
N. Dans la section 3 .2, nos résultats montrent que le NPY est présent dans les 
CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines; 
l'immunoréactivité du NPY étant plus élevée dans les CEEs isolées du ventricule 
droit par rapport au ventricule gauche. En tenant compte de ces données, dans 
cette série d'expériences, nous avons vérifié si nos cellules sont capables de 
sécréter ce NPY dans le milieu extracellulaire suite à une augmentation du 
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calcium intracellulaire. Pour ce faire, nous avons augmenté le [K]0 de 5 à 30 mM, 
connue pour induire une augmentation soutenue du [Ca]c et [Ca]n due à la 
dépolarisation de la membrane plasmique et à l'activation des canaux calciques 
dépendants du voltage de type R (BKAILY et al., 1997; JACQUES et al., 2000). 
Dans une première série d'expériences, nous avons examiné le marquage 
du NPY au niveau des CEEGs et des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains 
âgés de 20 semaines, au niveau contrôle et suite à la dépolarisation de la 
membrane avec 30 mM KCL L'utilisation de la technique d'immunofluorescence 
indirecte et de la microscopie confocale nous a permis de visualiser en trois 
dimensions la distribution du NPY dans nos cellules. Comme le montre la figure 
38, au niveau des CEEGs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines, 
l'anticorps dirigé contre le NPY montre une faible immunoréactivité au niveau 
contrôle (figure 38A). Suite à la dépolarisation de la membrane avec 30 mM KCl, 
l'intensité de fluorescence du NPY augmente dans le noyau et s'étend au cytosol 
et ce, en fonction du temps (voir panneaux B, C, D, E de la figure 38) pour 
atteindre un niveau maximal après 60 minutes d'incubation (panneau F de la 
figure 38). 24 heures après le lavage de la haute concentration de KCl du milieu 
extracellulaire, l'intensité de fluorescence du NPY retourne au niveau contrôle 
(panneau G de la figure 38). Par contre, l'effet de la dépolarisation de la 
membrane sur l'immunoréactivité du NPY au niveau des CEEDs semble être 
complètement différent. La figure 39 illustre l'immunoréactivité du NPY dans les 
CEEDs au niveau contrôle (figure 39A) ainsi qu'après 5, 10, 20, 30 et 60 minutes 
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Figure 38 Effet de la dépolarisation de la membrane à l'aide d'une haute 
concentration de KCl sur le marquage immunofluorescent du NPY dans les 
CEEGs isolées des cœurs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Le panneau A montre le marquage du NPY dans les CEEGs du cœur fœtal âgé de 
20 semaines au niveau contrôle. Les panneaux B, C, D, E et F montrent le 
marquage du NPY suite à 5, 10, 20 30 et 60 d'incubation en présence d'une haute 
concentration de KCl (30 mM). Il est à noter qu'il y a une augmentation de 
l'immunoréactivité du NPY en fonction du temps. Le panneau G montre le 
marquage immunofluorescent du NPY 24 heures après le lavage de la haute 
concentration de KCl du milieu extracellulaire. L'échelle de pseudocouleur 
représente l'intensité de fluorescence allant de 0 à 255. L'échelle de mesure en 
blanc est en µm. 
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Figure 39 Effet de la dépolarisation de la membrane à l'aide d'une haute 
concentration de KCl sur le marquage immunofluo:rescent du NPY dans les 
CEEDs isolées des cœu:rs fœtaux âgés de 20 semaines. 
Le panneau A montre le marquage du NPY dans les CEEDs du cœur fœtal âgé de 
20 semaines au niveau contrôle (5 mM KCl). Les panneaux B, C, D, E et F 
montrent le marquage du NPY après 5, 10, 20 30 et 60 minutes d'incubation en 
présence de 30 mM KCL Le marquage du NPY diminue en fonction du temps. Le 
panneau G montre le marquage immunofluorescent du NPY 24 heures après le 
lavage de la haute concentration de KCl du milieu extracellulaire. L'échelle de 
pseudocouleur représente l'intensité de fluorescence allant de 0 à 255. L'échelle 
de mesure en blanc est en µm. 
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d'incubation avec une haute concentration de KCl (30 rnM) (panneaux B, C, D, E 
et F de la figure 39). Comme le montre cette figure, l'intensité de :fluorescence du 
NPY au niveau du cytosol et du noyau diminue après 5 minutes d'incubation avec 
30mM KCl pour atteindre un niveau très faible à 60 minutes. 24 heures après le 
lavage de la haute concentration de KCl du milieu extracellulaire, l'intensité de 
fluorescence du NPY réaugmente de nouveau à un niveau près du contrôle (figure 
39G). 
Dans la deuxième partie de cette étude nous avons déterminé la 
concentration du NPY dans le milieu intracellulaire et dans le milieu 
extracellulaire au niveau contrôle et après différents temps d'incubation en 
présence d'une haute concentration de KCl (30 mM) en utilisant la méthode de 
radioimmunodosage (RIA). Les CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux 
humains âgés de 20 semaines sont mises en culture dans des boites de pétris de 
1 OO mm de diamètre. À confluence, les cellules sont incubées à différents temps 
(5, 10, 20, 30 et 60 minutes) en absence et en présence d'une haute concentration 
de KCl (30 mM). Les échantillons du milieu extracellulaire et du milieu 
intracellulaire sont collectés simultanément. Par la suite, en utilisant la technique 
du RIA, nous avons mesuré la concentration du NPY dans le milieu intracellulaire 
et extracellulaire. La figure 40 illustre la cinétique de synthèse et de sécrétion du 
NPY dans les CEEGs et ses CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 
semaines en réponse à une haute concentration de KCl. Nos résultats montrent 
(figure 40 A) qu'au niveau des CEEGs du cœur fœtal âgé de 20 semaines, la 
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Figure 40 Détermination de la concentration intracellulaire et 
extraceUulaire de NPY dans les CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs 
fœtaux âgés de 20 semaines suite à un traitement avec une haute 
concentration de KCl. 
Le panneau A montre les niveaux intracellulairex et extracellulairex du NPY 
(exprimés en pmol/L/3x106 cellules) dans les CEEGs du cœur fœtal humain âgé 
de 20 semaines en milieu contrôle (5mm KCl) et après 5, 10, 20, 30 et 60 minutes 
en présence de 30 mM KCL. Le panneau B montre les niveaux intracellulaires et 
extracellulaires du NPY (exprimés en pmol/L/3x106 cellules) dans les CEEDs du 
cœur fœtal humain âgé de 20 semaines en milieu contrôle et après 5, 10, 20, 30 et 
60 minutes en présence de 30 mM KCL Le panneau C illustre la comparaison du 
niveau intracellulaire du NPY entre les CEEGs et les CEEDs milieu contrôle (non 
stimulé, Sm M KCl) et après 5, 10, 20, 30 et 60 minutes de traitement avec 30 
mM KCl. (*) Comparaison statistique du niveau intracellulaire du NPY après 
différents temps de traitement en présence de 30 mM KCl vs le milieu contrôle (5 
mM KCI) au niveau des CEEGs. (*) Comparaison statistique du niveau 
intracellulaire du NPY après différents temps de traitement en présence de 30 mM 
KCl vs le milieu contrôle (5 mM KCI) au niveau des CEEDs. ( ) Comparaison 
statistique du niveau extracellulaire du NPY après différents temps de traitement 
en présence de 30 mM KCl vs le milieu contrôle (5 mM KCl) au niveau des 
CEEDs. (*) Comparaison statistique de la concentration intracellulaire du NPY 
en milieu contrôle et suite aux différents temps de traitement avec 30 mM KCl 
entre les CEEGs et les CEEDs du cœur fœtal âgé de 20 semaines. *p<0.05, **p 
<0.01, ***p <0.001. «m> est le nombre d'expériences. 
A) 100 
>- - intracellulaire 
D. z -- extracellulaire 
"' ... (n=3-7) c 75 




•::: u 0 
:si 50 u_ · 
.!! 
• ... 










>- - intracellula ire 
D. 
- extracellulaire z 
"' (n=3-ô) ...
c 75 0 
~ 













>- - intracellula ire Gauche 
D. z - intracellulaire Dro it 
"' ... (n=3-7) c 75 
0 
~ 
"' l:J" . ::: 
u 0 
c E 50 * ~~ * .!! * • ... 









concentration du NPY intracellulaire des cellules au niveau contrôle est de 
39.2±0.5 pmol/L/3xl06 cellules. Après 5, 10, 20, 30 et 60 minutes en présence de 
la haute concentration de KCl (30 mM) on observe a une augmentation 
significative de la concentration du NPY intracellulaire par rapport au contrôle 
(49.0±2.9 pmol/L/3xl06 cellules; n=4 ; p<0.05, de 61,3± 4.6 pmol/L/3x106 
cellules; n=3; p<0.01, 56.7±3.3 pmol/L/3x106 cellules n=7; p<0.01, 61.0±8.5 
pmol/L/3x106 cellules; n=3 ; p<0.05 et 52.7±5.1 pmol/L/ 3x106 cellules n=4 ; 
p<0.05, respectivement). Dans le milieu extracellulaire, la concentration du NPY 
ne varie pas beaucoup. À 60 minutes, elle est de l'ordre de 37.3±2.6 pmol/L/ 
3x106 cellules vs contrôle : 31.6±6.6 pmol/L/ 3x106 cellules (n=3-6). 
Au niveau des CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 
semaines (figure 40B), nos résultats montrent que la concentration de NPY à 
intracellulaire au niveau contrôle est de 54.0±2.7 pmol/L/ 3x106 cellules (n=5) et 
que 5, 10, 20, 30 et 60 minutes suite à la dépolarisation de la membrane à l'aide 
d'une haute concentration de KCl (30 mM), la concentration intracellulaire de 
NPY diminue d'une façon significative par rapport au contrôle (à 5min: 46.0±2.1 
pmol/L/ 3xl06 cellules; n=6; p<0.05, à 10 min: 46.1±1.6 pmol/L/3x106 cellules; 
n=6; p<0.05, à 20 min: 42.6±0.7 pmol/L/3xl06 cellules; n=4; p<0.01, à 30 min: 
40.2±0.3 pmol/L/3x106 cellules; n=4; p<0.01 et à 60 min: 34.0±0.3 pmol/L/3x106 
cellules; n=4; p<0.001 ). De façon opposée dans le milieu extracellulaire des 
CEEDs, la concentration du NPY augmente d'une façon significative par rapport 
au contrôle (25.4±0.5 pmol/L/3x106 cellules) à partir de 20 minutes (38.3±3.4 
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pmol/L/3xl 06 cellules; n=6; p<0.05) et continue à augmenter après 30 minutes 
(47.8±4.2 pmol/L/3x106 cellules; n=6; p<0.01) pour atteindre son maximum après 
60 minutes d'incubation avec 30 mM KCl (50.2±4.0 pmol/L/3xl 06 cellules; n=6; 
p<0.01). 
La figure 40C montre la concentration intracellulaire de NPY dans les 
CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines au 
niveau contrôle et après 5, 10, 20, 30 et 60 minutes en présence de 30 mM KCL 
Comme l'illustre le panneau C, la concentration du NPY au niveau contrôle est 
significativement plus élevée dans les CEEDs par rapport aux CEEGs (54.0±2.7 
pmol/L/3xl06 cellules; n=5, 39.2±0.5 pmol/L/3xl06 cellules; n=4; p<0.01, 
respectivement). Par contre, après 5, 10, 20, 30 et 60 minutes de traitement avec 
30 mM KCl, la concentration du NPY diminue dans les CEEDs alors qu'elle 
augmente dans les CEEGs. La différence dans la concentration intracellulaire de 
NPY entre les deux types cellulaires devient significative après 10 minutes 
d'incubation avec 30 mM KCl (10 minutes 30 mM KCl CEEGs: 61.3±4.6 
pmol/L/3xl06 cellules; n=3, 10 minutes 30 mM KCl CEEDs: 46.1±1.6 
pmol/L/3xl06 cellules; n=6; p<0.01; 20 minutes 30 mM KCl CEEGs: 56.7±3.3 
pmol/L/3x106 cellules; n=7; 20 minutes 30 mM KCl CEEDs: 42.6±0.7 
pmol/L/3xl06 cellules; n=4; p<0.05; 30 minutes 30 mM KCl CEEGs: 61.0±8.5 
pmol/L/3x106 cellules; n=3; 30 minutes 30 mM KCI CEEDs: 40.2±0.3 
pmol/L/3xl06 cellules; n=4; p<0.05; 60 minutes 30 mM KCI CEEGs: 52.7±5.1 
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pmol/L/3xl 06 cellules; n=4; 60 minutes 30 mM KCl CEEDs: 34.0±0.3 
pmol/L/3x106 cellules; n=4; p<0.05). 
Ces résultats suggèrent qu'en milieu contrôle, les CEEDs contiennent plus 
de NPY que les CEEGs et que suite à une élévation soutenue du [Ca]i due à 
l'activation des canaux calcique voltage-dépendant, les CEEDs secrètent du NPY 
dans le milieu extracellulaire, par contre, les CEEGs sont incapables. Cette 
différence de propriété sécrétrice des CEEDs par rapport aux CEEGs peut-être 
due, en partie, au niveau du NPY qui est plus élevé dans les CEEDs par rapport 
aux CEEGs. Par contre, même si suite à l'augmentation soutenue du [Ca]h le 
niveau de NPY des CEEGs augmente à un niveau équivalent ou légèrement 
supérieur à celui des CEEDs en milieu contrôle, les CEEGs ne semblent pas 
secréter le NPY d'une façon significative. Ces résultats peuvent donc suggérer la 
présence, dans les CEEDs, et l'absence, dans les CEEGs, d'un facteur autre que 
l'augmentation calcique soutenue qui serait nécessaire pour induire la sécrétion du 
NPY par les CEEs. La nature de ce facteur qui est probablement Ca2+ -dépendant 
doit être vérifiée dans le futur. De plus, nos résultats ont montré qu'une élévation 
soutenue du [Ca]i diminue le [NPY]ï dans les CEEDs et cet effet est réversible 
après l'arrêt de cette augmentation soutenue du [Ca]i. Ces résultats suggèrent que 
ces cellules sont capables de synthétiser de novo le NPY. D'autre part, nos 
résultats ont aussi démontré que même si les CEEGs ne sécrètent pas le NPY suite 
à une augmentation soutenue du [Ca]i, par contre, ce stimulus semble induire une 
synthèse de novo du NPY. Donc, il est possible de postuler que la diminution du 
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NPY mesurée dans les CEEDs, suite à l'augmentation soutenue du [Ca]ï. est 
probablement le résultat du NPY secrété, et en même temps, synthétisé par les 
cellules. Ces hypothèses doivent être vérifiés dans le futur. 
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IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
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L'endothélium a été considéré pendant longtemps comme étant une 
couche de cellules inerte séparant le sang circulant du muscle lisse sous-jacent. 
Cependant, depuis l'observation de FURCHGOTT et ZAWADISKI (1980) 
concernant l'importance du rôle de l'endothélium, cette couche de cellules a 
suscité l'intérêt de la communauté scientifique. Ces études ont démontré que 
l'endothélium vasculaire peut avoir plusieurs rôles importants, non seulement 
dans la régulation du tonus vasculaire via le relâchement d'une variété d'agents 
vasoactifs (MONCADA et al., 1976; FURCHGOTT et ZAWADISKI, 1980; 
VANHOUTTE, 1987; PALMER et al., 1988; YANAGISAWA et al., 1988, 
HIRATA et al., 1991), mais aussi dans la réponse immunitaire, la coagulation 
sanguine, la croissance des cellules du muscle lisse vasculaire et bien d'autres 
fonctions (pour plus de détail, voir de CINES et al., 1998). 
Bien que l'endothélium vasculaire a été étudié de façon extensive, une 
faible attention à été donnée à l'endothélium endocardique, une monocouche de 
cellules endothéliales qui tapisse les cavités du cœur. En 1988, BRUTSAERT et 
ses collaborateurs ont démontré pour la première fois que l'endothélium 
endocardique peut influencer la fonction contractile du muscle cardiaque 
papillaire de rat et de chat. Ces auteurs ont rapporté que suite à l'enlèvement de 
l'endothélium endocardique du tissu cardiaque, la durée de la contraction 
isométrique du muscle devient plus courte et est accompagnée par une diminution 
de la force contractile par rapport aux tissus intacts. Par la suite, plusieurs groupes 
ont confirmé ces résultats par des études in vitro et in vivo sur différentes 
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préparations et espèces animales (GILLEBERT et al., 1992; De HERT et al., 
1993). De plus, d'autres groupes ont rapporté que les CEEs peuvent modifier 
l'effet inotrope de certains agents sur le muscle cardiaque papillaire via 
l'activation de différents récepteurs présents sur la surface membranaire des CEEs 
(SHAH et al., 1989; 1989a; MEULEMMANS et al., 1990; LI et al., 1991). Il a 
été également démontré que les CEEs peuvent avoir un effet paracrine sur le 
muscle cardiaque et ce via le relâchement de plusieurs agents cardioactifs incluant 
l'oxyde nitrique, l' endothéline-1, les prostanoïdes, les adenylpurines et autres 
substances dont la nature chimique n'est pas encore déterminée (SCHULZ et al., 
1991; MEBAZAA et al., 1993; 1993a) . Les effets des facteurs relâchés par les 
CEEs sur la fonction contractile du muscle cardiaque ont été aussi confirmés in 
vivo chez des sujets humains (PAULUS et al., 1994; 1995). 
L'endothélium endocardique joue donc un rôle très important dans la 
régulation de la fonction cardiaque, cependant, les études dans le domaine sont 
encore très limitées et des recherches plus avancées sont nécessaires afin de 
mieux comprendre ce système. 
Le NPY est un peptide de 36 acides aminés dont la séquence est 
hautement conservée au cours de l'évolution (LARHAMMAR, 1996) et qui joue 
un rôle très important dans plusieurs processus physiologiques (SHEIKH, 1991; 
COLMERS et BLEAKMAN, 1994; WANG et al., 1994; WETTSTEIN et al., 
1995; MICHEL et RASCHER, 1995; LUNDBERG et al., 1996; PLAYFORD et 
COX, 1996). Les effets du NPY sur le système cardiovasculaire ont été largement 
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étudiés (EDVINSSON et al., 1987; ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1987; 1998; 
1998a; MILLAR et al., 1994; GOLDBERG et al., 1998; JACQUES et al., 2000a). 
Cependant, son effet sur l'endothélium endocardique n'a jamais été rapporté. Les 
résultats de cette thèse montrent, pour la première fois, la présence du NPY et de 
ses récepteurs dans les cellules endothéliales endocardiques d'origine fœtale 
humaine à différents stades de développement ainsi que du rat adulte. De plus, 
nos résultats montrent que le NPY module les niveaux du calcium cytosolique et 
nucléaire de ces cellules. 
Dans la première partie de notre étude, nous avons démontré la présence 
de récepteurs au NPY sur l'endothélium endocardique au niveau du coeur intact. 
Nos résultats sont donc la première preuve démontrant la présence des récepteurs 
pour le NPY sur l'endothélium endocardique fœtal humain. En tenant compte de 
ces résultats nous avons poursuivi nos études au niveau cellulaire afin de vérifier 
la présence des récepteurs du NPY au niveau des cellules isolées de l'endothélium 
endocardique du cœur fœtal humain. 
Les cellules endothéliales endocardiques ont été isolées des ventricules 
gauches et droits des cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17, et 20 semaines. La 
méthode et les conditions de culture sont similaires à ceux déjà publié par 
JACQUES et al (2000) et BKAILY et al (1999). Nos résultats ont démontré, en 
utilisant des sondes fluorescentes pour différentes organelles cellulaires et la 
microscopie confocale, que nos cellules sont caractérisées par la présence d'un 
grand nombres de mitochondries et d'un réseau bien développé de réticulum 
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endoplasmique qui entourent un large noyau (JACQUES et al., 2000). D'autres 
études ont aussi démontré que les cellules endothéliales endocardiques sont 
caractérisées par la présence d'un appareil de Golgi bien développé 
(BRUTSAERT et ANDRIES, 1992; ANDRIES 1994). Tous ces résultats 
suggèrent que les cellules endothéliales endocardiques sont des cellules 
métaboliquement actives. 
Ces cellules ont donc été utilisées dans tous nos protocoles expérimentaux. 
De façon subséquente, nos premières expériences sur les cellules isolées ont 
démontré, tout comme au niveau du cœur intact, la présence de récepteurs au 
niveau de la membrane plasmique des CEEs. L'utilisation de la microscopie 
confocale dans cette étude a permis de visualiser en 3-D la distribution de ces 
récepteurs sur la membrane de surface des cellules endothéliales endocardiques. 
Nos résultats montrent que ces récepteurs sont distribués d'une façon très 
hétérogène et une partie de ces récepteurs sont regroupés en amas. Ce patron de 
distribution des récepteurs a également été rapporté par notre groupe pour les 
récepteurs de l'ET-1 et de l'AngII au niveau des cellules cardiaques d'embryons 
de poulet et des cellules endothéliales aortiques humaines (BKAIL Y et al., 1997). 
Plusieurs études in vivo et in vitro et chez différentes espèces ont démontré 
que le récepteur Y 1 et le NPY jouent un rôle important dans le système 
cardiovasculaire (DOODS et al., 1995; ABOUNADER et al., 1995; 
ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1995; MODIN et al.,1995; JACQUES et al., 
2000a ). De plus, des études récentes ont démontré que le NPY est présent dans les 
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cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (ZUKOWSKA-GROJEC et 
al., 1998a). En se basant sur ces données, nous avons étudié la présence et la 
distribution du NPY et du récepteur Y 1 dans les CEEGs et les CEEDs isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines. L'utilisation de 
l'immuno:fluorescence indirecte et de la microscopie confocale nous a permis de 
visualiser en 3-D la distribution du peptide et de son récepteur et de mesurer 
l'intensité de :fluorescence du marquage du NPY et du récepteur Y 1 dans les 
différents compartiments cellulaires. 
Nos résultats ont démontré que l'expression du récepteur Y1 augmente en 
fonction de l'âge dans les CEEGs et les CEEDs. À 13 et 17 semaines, la densité 
du récepteur Y 1 est plus élevée au niveau des CEEDs par rapport au CEEGs. 
Cependant, à 20 semaines, la densité de ce récepteur devient plus élevée au 
niveau des CEEGs par rapport au CEEDs. De même, en utilisant les mêmes 
approches expérimentales, nos résultats démontrent que l'expression du NPY 
varie en fonction de l'âge fœtal et que cette variation est différente au niveau des 
CEEGs par rapport aux CEEDs. Au niveau des CEEDs, l'expression du NPY 
augmente en fonction de l'âge fœtal pour atteindre un maximum d'intensité à 20 
semaines. Par contre, au niveau des CEEGs, le maximum d'immunoréactivité du 
NPY est observé à 13 semaines, diminue à 17 semaines et augmente de nouveau à 
20 semaines pour atteindre un niveau moindre par rapport à celui observé à 13 
semaines. Nos résultats démontrent donc, la présence du NPY et du récepteur Y 1 
dans les cellules endothéliales endocardiques du cœur fœtal humain à différents 
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stades de développement. De plus, nos résultats montrent une différence marquée 
dans l' immunoréactivité du NPY et du récepteur Y 1 entre les CEEGs et les 
CEEDs. En comparaison avec nos résultats, MARRON et ses collaborateurs 
(1994) ont démontré que chez l'homme adulte, le NPY ainsi que d'autres 
neurotransmetteurs comme la norépinéphrine, la somatostatine, le VIP, la 
substance Pet l'acétylcholine sont présents dans le plexus neuronal de la matrice 
sous-endothéliale endocardique avec une immunoréactivité pour le NPY plus 
marquée par rapport aux autres neurotransmetteurs. Leurs résultats démontrent 
également que la densité du NPY est plus élevée dans ce plexus neuronal du côté 
droit par rapport au côté gauche du cœur et au niveau ventriculaire par rapport au 
niveau auriculaire. Tous ces résultats ainsi que les résultats de cette thèse 
suggèrent que le NPY et le récepteur Y 1 jouent un rôle dans le développement et 
le bon fonctionnement du cœur fœtal et que déjà à 13 semaines des différences 
marquées existent entre les CEEs isolées du ventricule droit par rapport au 
ventricule gauche. 
En accord avec nos résultats, plusieurs études ont démontré que les 
neurotransmetteurs comme la sérotonine, la noradrénaline et l' acétylcholine 
jouent un rôle très important dans le contrôle de la différenciation cellulaire ainsi 
que dans l'organisation structurale des tissus des mammifères (VERNADAKIS et 
GIBSON, 1974; LAUDER et KREBS, 1978; LOVELL, 1982; NAVARO et al., 
1989). Chez le rat, ainsi que chez d'autres espèces, le développement des 
projections sympathiques dans les tissus périphériques comme le cœur, le foie et 
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les reins ne se fait qu'après la naissance (PAPPANO, 1981; SLOTKIN, 1986; 
1986a). Si les neurotransmetteurs sympathiques jouent un rôle dans la régulation 
du développement fœtal de ces tissus, comment ce phénomène peut-il avoir lieu? 
Des études récentes ont démontré qu'à un stade très précoce de la vie 
embryonnaire, le cœur de mammifère peut être une source de catécholamines 
(EBERT et al., 1996; HUANG et al., 1996). De plus, les enzymes impliqués dans 
la biosynthèse des catécholamines ont été détectés dans le cœur embryonnaire 
bien longtemps avant l'établissement de l'innervation sympathique et la 
production des catécholamines par les cellules chromaffines de la medullo 
surrénale (EBERT et al., 1996; HUANG et al., 1996). En 2001, EBERT et 
THOMPSON ont démontré qu'à des stades précoces de la vie embryonnaire, les 
cellules produisant les catécholamines dans le cœur de rat n'ont pas une origine 
neuronale mais sont plutôt dérivées du myocarde primitif. Il est bien connu que le 
NPY est un neurotransmetteur qui est colocalisé avec la noradrénaline dans les 
neurones sympathiques (LUNDBERG et al., 1982a; 1983) et qui est aussi 
abondant dans les cellules chromaffines de la medullo surrénale (ALLEN et al., 
1983). De plus, des études récentes ont démontré que le NPY peut avoir un effet 
angiogène sur les cellules endothéliales vasculaires, un effet mitogène sur les 
cellules du muscle lisse vasculaire ainsi qu'un effet hypertrophique sur les 
cellules cardiaques (ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1998; 1998a; MILLAR et al., 
1994; GOLDBERG et al., 1998). En tenant compte de toutes ces données et des 
résultats que nous avons obtenu, nous pouvons suggérer qu'au cours du 
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développement embryonnaire du cœur fœtal humain, les cellules endothéliales 
endocardiques peuvent être aussi une source potentielle de NPY. Ainsi, ce 
neuropeptide pourrait être impliqué dans la maturation et le bon fonctionnement 
du cœur f œtal humain. Ces résultats suggèrent aussi que la densité des récepteurs 
Y 1 augmente durant la différentiation des CEEs et ce type de récepteur peut jouer 
un rôle important dans la régulation de la fonction de ces cellules. 
Plusieurs groupes ont étudié le profil ontogénique du NPY et du récepteur 
Y1, dans différents systèmes et plus particulièrement au niveau du système 
nerveux central (McDONALD et al., 1982; DiMAGGIO et al., 1985; TONG et 
al., 1997). Au niveau du cerveau de rat, l'immunoréactivité du NPY commence à 
apparaître au treizième jour de gestation (FOSTER et SHULTZBERG, 1984; 
WOODHAMS et al., 1985). Cependant, l'apparition de l'immunoréactivité du 
NPY varie d'une région du cerveau à une autre. Par exemple, au niveau du tronc 
cérébral, l'immunoréactivité du NPY est détectée à partir du treizième jour de 
gestation mais au niveau du tubercule olfactif et les noyaux du thalamus, 
l'immunoréactivité du NPY est observé au jour quinze de la vie embryonnaire 
(FOSTER et SHULTZBERG, 1984; WOODHAMS et al., 1985), alors qu'au 
niveau du cortex, le NPY est détecté seulement au dix-septième jour de gestation 
(FOSTER et SHULTZBERG, 1984; WOODHAMS et al., 1985; CHUN et al., 
1987; CA V ANAGH et PARNA VELAS, 1990 ). Par la suite, le NPY augmente 
graduellement dans les différentes régions du cerveau et ce jusqu'après la 
naissance (FOSTER et SHULTZBERG, 1984; WOODHAMS et al., 1985; CHUN 
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et al., 1987; CAVANAGH et PARNAVELAS, 1990). En ce qui concerne 
l'expression du récepteur Y1 durant le développement, TONG et ses 
collaborateurs (1997) ont démontré que l' ARNm du récepteur Y1 est exprimé 
dans le cerveau de rat dès le douzième jour de gestation. Cependant, en utilisant le 
[ 125I][Leu31, Pro34]PYY (un agoniste des récepteurs Yi, Y4 et Ys) et la technique 
d'autoradiographie quantitative, ils ont démontré la présence de récepteurs Y1, Y4 
et Ys à partir du quatorzième jour de gestation. Les auteurs ont également rapporté 
que l'ARNm du récepteur Y1 augmente en fonction de l'âge pour atteindre un 
plateau à la naissance et qu'il reste élevé au cours des deux premières semaines 
après la naissance pour atteindre un niveau comparable à celui de l'adulte vers la 
fin de la troisième semaine postnatale. En parallèle, la liaison du [125I][Leu31, 
Pro34]PYY augmente durant le développement du cerveau pour atteindre un 
plateau vers la fin de la troisième semaine postnatale. Dans certaines régions du 
cerveau, comme par exemple dans le cortex cérébral, la liaison spécifique du 
[125I][Leu31, Pro34]PYY diminue légèrement avant d'atteindre un patron de 
distribution comparable à l'adulte. Ces résultats montrant une augmentation de 
l'expression du récepteur Y1 en fonction de l'âge, sont en accord avec nos 
présents résultats obtenus avec les cellules endothéliales endocardiques du cœur 
fœtal humain. Il est à noter que le patron et les niveaux d'expression du NPY et 
du récepteur Y 1 durant le développement du cerveau de rat sont assez similaires 
(FOSTER et SHULTZBERG, 1984; WOODHAMS et al., 1985; TONG et al., 
1997). En accord avec ces études, nos résultats montrent qu'au niveau des CEEGs 
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et des CEEDs, l'expression du récepteur Y 1 augmente progressivement durant 
l'embryogenèse pour atteindre un niveau maximal à 20 semaines. Cependant, 
contrairement aux études rapportées, l'expression du NPY au niveau des CEEGs 
ne suit pas le même patron d'expression que le récepteur Y1; celui-ci étant très 
élevé à 13 semaines, diminuant à l 7 semaines et ré-augmentant à 20 semaines 
mais atteignant un niveau moindre qu'à 13 semaines. L'expression précoce du 
NPY et du récepteur Y 1 suggère qu'ils jouent un rôle important dans le 
développement normal du cœur humain. 
D'autre part, nos résultats démontrent que le NPY et le récepteur Y1 sont 
présents non seulement au niveau de la membrane plasmique des CEEGs et des 
CEEDs mais aussi au niveau du cytosol et plus particulièrement au niveau 
nucléaire et surtout dans la région périnucléaire et ceci à 13, 17 et 20 semaines. 
Récemment, plusieurs groupes incluant le nôtre, ont démontré la présence de 
récepteurs couplés au protéines G au niveau nucléaire (HOSHER et al., 1992; 
BOOZ et al., 1992; BKAILY et al., 1997; 2000; 2002; BHATTACHARYA et al., 
1999; GOBEIL et al., 2002). L'activation de ces récepteurs de l'enveloppe 
nucléaire peut donc avoir un effet direct sur le noyau. Par exemple, l'activation 
des récepteurs ETB de l'endothéline-1 et AT1 de !'angiotensine II au niveau 
nucléaire est capable d'induire une augmentation du [Ca]n (BKAILY et al., 1997, 
2002, CHOUF ANI, 2002). De plus, ces études ont démontré que les récepteurs de 
l'ET-1 au niveau nucléaire sont 10 fois plus sensibles à l'ET-1 que les récepteurs 
présents au niveau de la membrane de surface. Ces auteurs ont également rapporté 
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que l'augmentation du [Ca]u, suite à l'activation de ces récepteurs, peut-être due à 
l'activation du canal calcique de type R présent au niveau du noyau (BKAILY, 
1994). D'autre part, GOBEIL et ses collaborateurs (2002) ont rapporté que le 
récepteur EP3 de la prostaglandine E2 est présent au niveau de la membrane 
nucléaire des cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux et que 
l'activation de ce récepteur induit l'expression de la eNOS dans ces cellules. Ils 
ont démontré aussi que les effets médiés par l'activation du récepteur EP3 au 
niveau nucléaire sont différents de ceux observés par l'activation de ce même 
récepteur au niveau de la membrane de surface (GOBEIL et al., 2002). 
Plusieurs groupes ont étudié l'effet du NPY sur le calcium intracellulaire 
de différentes préparations cellulaires comme les cellules cardiaques d'embryons 
de poulet, les cellules du muscle lisse aortique humaine et de porc ainsi qu'au 
niveau des lignés des cellules HEL et CHO-Kl (MOTULSKY et MICHEL, 1988; 
MIHARA et al., 1990; HERZOG et al., 1992; JACQUES et al., 2000a). Dans la 
deuxième partie de notre étude, nous avons examiné l'effet du NPY sur les 
niveaux calciques cytosoliques et nucléaires des CEEGs et des CEEDs isolées des 
cœurs fœtaux humains âgés de 13, 17 et 20 semaines et de rats adultes. Nos 
résultats montrent que le NPY induit une augmentation dose-dépendante du [Ca]c 
et [Ca]n. Dans les CEEDs âgées de 13, 17 et 20 semaines, les EC50 obtenus sont 
de l'ordre de 10-10 M dans le cytosol et le noyau. De plus, au niveau des CEEGs 
âgées de 13 et 17 semaines, les EC50 sont aussi de l'ordre de 10-10 M dans le 
cytosol et le noyau. Cependant, à 20 semaines et chez le rat adulte, les CEEGs 
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deviennent plus sensibles au NPY avec des EC50 de l'ordre de 10·11 M dans le 
cytosol et le noyau. D'autre part, que ce soit à 13, 17 ou 20 semaines les ECso sont 
similaires au niveau du noyau et du cytosol, suggérant que l'augmentation du 
[Ca]n est la conséquence directe de l'élévation du [Ca]c (BKAlLY et al., 1996; 
1997). Il semble donc que les CEEDs sont hautement différenciées du point de 
vue pharmacologique dès l'âge fœtal de 13 semaines. Cependant, au niveau des 
CEEGs, la pharmacologie des récepteurs au NPY devient similaire à celle de 
l'adulte seulement à l'âge fœtal de 20 semaines. Ces résultats suggèrent comme il 
a été démontré pour les myocytes cardiaques que les CEEs isolées à partir du 
cœur fœtal humain âgé de 20 semaines sont déjà complétement différenciées 
(BKAIL Y et al., 1995). Nos résultats démontrent également qu'à 20 semaines et 
chez le rat adulte, les EC50 des CEEGs sont plus faibles que celles obtenues au 
niveau des CEEDs, suggérant encore une fois l'existence d'une différence entre 
les CEEGs et les CEEDs. Une telle différence a été aussi rapportée par notre 
groupe pour l'effet de l'ET-1 sur les CEEGs et les CEEDs du cœur fœtal humain 
âgé de 20 semaines (JACQUES et al., 2000). Les résultats de cette étude ont 
démontré qu'au niveau des CEEGs, les valeurs des EC50 cytosoliques et 
nucléaires sont de l'ordre de 10"11 M, cependant, au niveau des CEEDs les valeurs 
sont de l'ordre de 10·10 M. Nos résultats démontrent également qu'une très faible 
concentration de NPY i.e 10·17 M est capable d'induire une augmentation du [Ca]c 
et du [Ca]n à la fois dans les CEEGs et les CEEDs âgées de 20 semaines, 
suggérant ainsi que ces cellules sont très sensibles au NPY et que ce peptide 
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semble jouer un rôle important dans la régulation de l'homéostasie calcique 
intracellulaire des CEEs au repos. De plus, nos résultats suggèrent que 
l'augmentation du [Ca]i par le NPY peut contribuer au relâchement de médiateurs 
cardioactifs pouvant affecter non seulement la contractilité du myocarde 
(BRUTSAET et ANDRIES, 1992; SHAH, 1996) mais aussi l'excitation sécrétion 
des cellules sécrétrices telles que les CEEs. 
Suite à ces résultats nous avons vérifié quels sont les types de récepteurs 
impliqués dans l'effet du NPY sur l'augmentation du [Ca]c et [Ca]n dans les 
CEEGs et les CEEDs isolées des cœurs fœtaux humains âgés de 20 semaines. En 
utilisant des antagonistes sélectifs du récepteur Yi, le BIB03304 et du récepteur 
Y2, le BIIE0246, nos résultats démontrent que dans les CEEGs, l'effet du NPY 
sur l'augmentation du [Ca]i est surtout médié via l'activation du récepteur Y1 
tandis qu'au niveau des CEEDs, l'effet du NPY est médié via l'activation du 
récepteur Y 1 et Y 2. Ces résultats suggèrent, encore une fois, la présence d'une 
différence entre les CEEGs et les CEEDs en ce qui concerne la densité et le type 
de récepteurs présents dans ces deux types de CEEs. 
Dans la dernière partie de notre étude, nous avons déterminé s1 
l'augmentation du [Ca]i dans les CEEGs et les CEEDs pouvait avoir un effet sur 
la synthèse et la sécrétion du NPY par ces cellules. Plusieurs études ont rapporté 
que ces deux phénomènes nécessitent une activité nerveuse très élevée suivit par 
une augmentation significative du calcium intracellulaire via l'activation des 
canaux calciques dépendants du voltage de type N (HAASS et al.,1990; 
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SCHALLING et al.,1991). Très récemment, notre groupe a démontré que 
1' activation soutenue des canaux calciques dépendants du voltage de type R des 
CEEs par une dépolarisation soutenue à l'aide d'une haute concentration de KCl 
(30 mM), induit une augmentation soutenue du [Ca]c et du [Ca]n (JACQUES et 
al., 2000). Nos résultats démontrent, en utilisant différentes approches techniques, 
qu'au niveau contrôle, la concentration du NPY dans les CEEDs est beaucoup 
plus élevée que dans les CEEGs. Suite à la stimulation des CEEDs avec une 
dépolarisation soutenue de la membrane (30 mM KCl), nos résultats démontrent 
que ces cellules sont capables de sécréter le NPY dans le milieu extracellulaire 10 
minutes après la dépolarisation soutenue. De plus, la concentration du NPY dans 
le milieu extracellulaire augmente pour atteindre un niveau maximal après 60 
minutes de dépolarisation soutenue. Ces résultats suggèrent que le NPY relâché 
par ces cellules peut agir d'une façon autocrine et paracrine au niveau du plexus 
neuronal ou des cardiomyocytes adjacents ainsi que sur les CEEs elles mêmes. Au 
niveau des CEEGs, l'augmentation soutenue du [Ca]i n'induit pas le relâchement 
du NPY dans le milieu extracellulaire même après 60 minutes de dépolarisation 
membranaire. Par contre, suite à la dépolarisation soutenue, on observe une 
augmentation de la concentration du NPY à l'intérieur de ces cellules suggérant 
que l'augmentation soutenue du [Ca]i induit la synthèse de novo du NPY dans les 
CEEs isolées du ventricule gauche mais pas au niveau de celles isolées à partir du 
ventricule droit. L'augmentation de la concentration intracellulaire du NPY dans 
les CEEGs et l'incapacité de ces cellules à secréter ce peptide peut être expliqué 
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de deux façons: 1) l'augmentation du NPY dans le milieu intracellulaire des 
CEEGs peut servir à activer les récepteurs Y 1 au niveau nucléaire et périnucléaire; 
2) les CEEs isolées du ventricule gauche nécessitent une dépolarisation soutenue 
plus longue que les CEEDS afin qu'elles puissent accumuler assez de NPY pour 
accomplir sa fonction de base et pouvoir en secréter par la suite. Que ce soit l'une 
ou l'autre de ces possibilités, celles-ci devront être vérifiées dans le futur. De plus, 
ces résultats démontrent encore une fois, une différence entre les CEEGs et les 
CEEDs. 
En conclusion, nos résultats démontrent: 1) que les cellules endothéliales 
endocardiques sont des cellules métaboliquement actives; 2) que soit à 13, 17 et 
20 semaines, les CEEs contiennent du NPY et possèdent des récepteurs au NPY et 
plus particulièrement le type Y1; 3) que la distribution et la densité relative du 
récepteur Y 1 et du NPY sont très différents dans les CEEGs par rapport aux 
CEEDs. L'expression du récepteur Y1 augmente en fonction de l'âge dans les 
CEEGs et les CEEDs. À 13 et 17 semaines, la densité du récepteur Y 1 est plus 
élevée au niveau des CEEDs par rapport au CEEGs. Cependant, à 20 semaines, la 
densité de ce récepteur devient plus élevée au niveau des CEEGs par rapport au 
CEEDs. En ce qui concerne le NPY, au niveau des CEEDs, son expression 
augmente en fonction de l'âge pour atteindre un maximum à 20 semaines. Par 
contre, au niveau des CEEGs, le maximum d'immunoréactivité du NPY est 
observé à 13 semaines, diminue à 17 semaines et augmente de nouveau à 20 
semaines pour atteindre un niveau moindre par rapport à celui observé à 13 
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semaines.; 4) que le NPY et le récepteur Y1 sont présents non seulement au 
niveau de la membrane plasmique des CEEGs et des CEEDs mais aussi au niveau 
du cytosol et plus particulièrement au niveau nucléaire et surtout dans la région 
périnucléaire et ceci à 13, 17 et 20 semaines; 5) que le NPY induit une 
augmentation dose-dépendante de la concentration du [Ca]c et [Ca]n à la fois dans 
les CEEGs et les CEEDs âgées de 13, 17 et 20 semaines; 6) que la pharmacologie 
des récepteurs au NPY au niveau des CEEDs fœtales humaines est semblable à 
celle observée au niveau des CEEDs de rats adultes et ce dès l'âge de 13 
semaines; 7) que l'homologie entre les cellules d'origine fœtale et adulte est 
observée au niveau des CEEGs à l'âge de 20 semaines; 8) à 20 semaines les 
CEEGs et les CEEDs f œtales humaines constituent un excellent modèle pour les 
études pharmacologiques des récepteurs NPY chez l'adulte; 9) que l'effet du NPY 
dans les CEEGs est relayé via l'activation du récepteur Y 1 tandis que, l'effet du 
NPY dans les CEEDs est dû à l'activation des récepteurs Y1 et Y2, et finalement 
10) que l'augmentation du [Ca]i dans les CEEDs induit la sécrétion du NPY dans 
le milieu extracellulaire tandis que, dans les CEEGs, l'augmentation du [Ca]i 
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